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El uso de la biomasa como principal materia prima para el desarrollo de productos con 
alto impacto en la mercado,  tales como  enzimas lacasas y peroxidasas con 
aplicaciones en biorremediación , la industria del papel, textil, alimentos y  farmacéutica; 
presenta un creciente interés. El objetivo de esta investigación fue estudiar la obtención 
de un extracto enzimático ligninolítico a partir de biomasa lignocelulósica de Panicum 
maximum  por Pleurotus ostreatus mediante una fermentación líquida sumergida.  
La producción enzimática fue evaluada bajo tres diferentes fuentes de nitrógeno: 
Carbonato de amonio (NH4)2CO3,  Sulfato de Amonio (NH4)2SO4 y  Peptona  a valores de 
pH inicial de 4.5, 6.0 y 7.5 y relaciones carbono nitrógeno (C/N) (10, 20 y 30). Los 
mayores niveles de actividad enzimática para lacasas (4450.70 U/L) y manganeso 
peroxidasas (528.20 U/L)   fueron obtenidos con peptona bajo las siguientes condiciones: 
pH: 7.5,  una relación de C/N= 10, a los de nueve días de incubación a 28ºC a 150 rpm. 
Adicionalmente se evaluaron diferentes concentraciones de inóculo obteniendo los 
niveles más altos  de actividad específica (24054.88  U/L. g de biomasa) a los ocho días 
de incubación. Como última fase experimental se evaluaron el efecto de la aireación y 
agitación en un reactor agitado con 1.7 L de volumen de reacción, los títulos de actividad 
lacasa más altos fueron 2418.85 U/L con una agitación igual a 200 rpm y aireación de 2 
vvm, al octavo día de fermentación a 28° C. 
 
 
Palabras clave: Lacasas, Panicum maximum, Pleurotus ostreatus, Manganeso 
peroxidasa, fermentación líquida sumergida. 
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The use of biomass as main feedstock for the development of products with high impact 
on market, such as laccases and peroxidases enzymes for different industrial 
applications, paper, textile, food and pharmaceutical; presents a growing interest. The 
objective of this investigation was to study obtaining a ligninolytic enzyme extract from 
lignocellulosic biomass of Panicum maximum by submerged liquid fermentation with 
Pleurotus ostreatus. 
 
Enzyme production was carried out with three different nitrogen sources: Ammonium 
carbonate (NH4) 2CO3, Ammonium Sulfate (NH4) 2SO4 and Peptone at  pH 4.5, 6.0 and 
7.5 and three different carbon to nitrogen ratio (C / N) (10, 20 and 30). The highest 
activities to laccases (4450.70 U / L) and peroxidases manganese (528.20 U / L) were 
obtained with peptone at the following conditions: pH: 7.5, and C / N = 10 after nine days 
incubation at 28 ° C at 150 rpm. Additionally different inoculum concentrations were 
evaluated, the highest levels of laccases specific activity (24054.88 U / L. G biomass) at 
eight days of incubation. Last experimental phase was to study the effect of the aeration 
and agitation in a stirred reactor with 1.7 L of reaction volume. Higher levels of laccase 
activity (2418.85 U / L) were obtained at 200 rpm and 2 vvm, after eighth day 
fermentation at 28 ° C. 
 
 






Resumen ........................................................................................................................ VII 
Abstract........................................................................................................................... IX 
Lista de figuras ............................................................................................................ XIV 
Lista de tablas ............................................................................................................. XVI 
Lista de abreviaturas .................................................................................................. XVII 
Introducción .................................................................................................................... 1 
1. Marco Teórico ........................................................................................................... 5 
1.1 Economía de Base Biológica ........................................................................... 5 
1.2 Biomasa lignocelulósica ................................................................................... 7 
1.2.1 Gramíneas forrajeras ............................................................................ 8 
1.3 Pleurotus ostreatus .......................................................................................... 8 
1.3.1 Sistema enzimático ligninolítico ........................................................... 10 
1.3.2 Manganeso peroxidasa (MnP) ............................................................ 10 
1.3.3 Lacasas............................................................................................... 11 
1.4 Aplicaciones Potenciales de las enzimas ligninolíticas................................... 12 
2. Efecto de diferentes fuentes de nitrógeno, la relación carbono – nitrógeno y pH 
inicial sobre la producción de enzimas ligninolíticas. ................................................ 15 
2.1 Introducción ................................................................................................... 15 
2.2 Materiales y Método ...................................................................................... 16 
2.2.1 Sustrato lignocelulósico ....................................................................... 16 
2.2.2 Tratamiento físico del sustrato ............................................................ 16 
2.2.3 Caracterización química del sustrato ................................................... 17 
2.2.4 Microorganismo ................................................................................... 17 
2.2.5 Propagación (preparación de inóculo) ................................................. 17 
2.2.6 Evaluación de diferentes fuentes de nitrógeno, relación carbono-
nitrógeno y pH inicial en la producción de enzimas ligninolíticas  en fermentación 
sumergida. ........................................................................................................ 18 
2.2.7 Fermentación líquida sumergida ......................................................... 18 
2.2.8 Análisis estadístico .............................................................................. 18 
2.2.9 Determinación de actividades enzimáticas .......................................... 19 
2.3 Resultados y discusión .................................................................................. 20 
2.3.1 Caracterización sustrato lignocelulósico .............................................. 20 
XII 
 
Producción de enzimas ligninolíticas a partir de biomasa de Panicum maximum  por 
Pleurotus ostreatus.. 
 
2.3.2 Evaluaciones preliminares de P.ostreatus frente a P.maximum ...........21 
2.3.3 Efecto de diferentes fuentes de nitrógeno, relación C/N y pH inicial en 
la expresión de enzimas. ...................................................................................22 
2.3.4 Carbonato de amonio ..........................................................................23 
2.3.5 Sulfato de amonio ................................................................................23 
2.3.6 Peptona ...............................................................................................26 
2.4 Conclusiones ..................................................................................................32 
3. Evaluación del tamaño de inóculo en la producción de enzimas ligninolíticas .35 
3.1 Introducción ....................................................................................................35 
3.2 Materiales y Métodos .....................................................................................36 
3.2.1 Inóculo .................................................................................................36 
3.2.2 Fermentación líquida sumergida ..........................................................36 
3.2.3 Determinación de actividad enzimática ................................................37 
3.2.4 Caracterización del extracto crudo enzimático. ....................................37 
3.2.5 Análisis estadístico ..............................................................................38 
3.3 Resultados y Discusión ..................................................................................38 
3.3.1 Efecto del tamaño de inóculo ...............................................................38 
3.3.2 Caracterización del extracto crudo. ......................................................44 
3.4 Conclusiones ..................................................................................................47 
4. Efecto de la aireación y agitación mecánica para la producción de enzimas 
ligninolíticas en reactor .................................................................................................49 
4.1 Introducción ....................................................................................................49 
4.2 Metodología ...................................................................................................50 
4.2.1 Obtención de enzimas ligninolíticas a partir de P.maximum por 
P.ostreatus  a nivel biorreactor ...........................................................................50 
4.2.2 Inóculo .................................................................................................50 
4.2.3 Determinación de actividades enzimáticas ..........................................51 
4.2.4 Análisis estadístico ..............................................................................51 
4.2.5 Caracterización de la fracción sólida posterior al proceso de obtención 
del extracto enzimático. .....................................................................................51 
4.3 Resultados y Análisis .....................................................................................52 
4.3.1 Caracterización de la fracción sólida posterior al proceso de obtención 
del extracto enzimático ......................................................................................57 
4.3.2 Conclusiones .......................................................................................61 
4.3.3 Ingeniería Conceptual del proceso de obtención del extracto enzimático 
a partir de P.maximum .......................................................................................62 
5. Conclusiones y recomendaciones ........................................................................65 
5.1 Conclusiones ..................................................................................................65 
5.2 Recomendaciones ..........................................................................................67 
 
A. Anexo: Medio Extracto de Salvado de Trigo .........................................................69 
B. Anexo: Medio Fermentación sumergida para producción de Enzimas 
ligninolíticas ...................................................................................................................71 
C. Evaluaciones preliminares de P.ostreatus frente a P.maximum como sustrato.73 
Contenido XIII 
 
D. Análisis de varianza (ANOVA) Actividad Lacasas Sulfato de amonio como 
fuente de nitrógeno ....................................................................................................... 77 
E. Análisis de varianza (ANOVA) Actividad Lacasas fuente de nitrógeno Peptona79 
F. Prueba de múltiples rangos para Actividad Lacasa por tiempo (Fuente de 
nitrógeno Peptona)........................................................................................................ 81 
G. Curva de calibración para la determinación de proteínas extracelulares por 
Bradford ......................................................................................................................... 83 
H. Análisis de varianza (ANOVA) actividad lacasas por cantidad de biomasa....... 85 
I. Análisis de Varianza para Actividad Lacasas  efecto de la aireación y agitación.87 
J. ANOVA Multifactorial (agitación – aireación) ....................................................... 89 
K. Medición de Actividad Enzimática ........................................................................ 91 











Lista de figuras 
  
Figura 1-1. Mecanismo de reacción de Lacasas con ABTS como sustrato (Baldrian 2006) .......... 11 
Figura 2-1 Perfiles de Act. Enzimática de Lacasas con Carbonato de Amonio a diferentes pH y 
relaciones Carbono/Nitrógeno: a) C/N = 10, b) C/N = 20, c) C/N=30. El tiempo hace referencia a 
días de incubación o fermentación sumergida. ............................................................................... 23 
Figura 2-2 Perfiles de Act. Enzimática de Lacasas con Sulfato de Amonio a diferentes pH y 
relaciones Carbono/Nitrógeno: a) C/N = 10, b) C/N = 20, c) C/N=30. El tiempo hace referencia a 
días de incubación o fermentación sumergida ................................................................................ 24 
Figura 2-3. Efectos principales de las variables (relación C/N, pH y tiempo) sobre la actividad 
enzimática de lacasas, usando como fuente de nitrógeno Sulfato de amonio................................ 25 
Figura 2-4 Perfiles de Act. Enzimática de Lacasas con Peptona a diferentes pH y relaciones 
Carbono/Nitrógeno: a) C/N = 10, b) C/N = 20, c) C/N=30. El tiempo hace referencia a días de 
incubación o fermentación sumergida. ............................................................................................ 27 
Figura 2-5. Superficie de Respuesta Act. Enzimática de Lacasas, Fuente de Nitrógeno: Peptona, 
Relación C/N: 10 .............................................................................................................................. 28 
Figura 2-6. Efectos principales de las variables (relación C/N, pH y tiempo) sobre la actividad 
enzimática de lacasa, usando como fuente de nitrógeno Peptona ................................................. 29 
Figura 2-7 Prueba de múltiples rangos para Actividad de Lacasa por tiempo ................................ 30 
Figura 3-1. Perfil de Actividad Enzimática de Lacasas en el tiempo de fermentación sumergidacon 
diferentes concentraciones de biomasa. ......................................................................................... 40 
Figura 3-2. Perfil de Actividad Enzimática de Lacasas por cantidad de biomasa inicial en el tiempo, 
para diferentes concentraciones de biomasa .................................................................................. 42 
Figura 3-3. Superficie de respuesta de la Actividad Enzimática de Lacasas respecto a la cantidad 
de biomasa inicial y tiempo. ............................................................................................................. 43 
Figura 3-4. Diagrama de Pareto para Actividad de lacasas por cantidad de biomasa ................... 44 
Figura 3-5. Caracterización por peso molecular de proteína de extracto crudo por SDS-PAGE .... 46 
Figura 4-1. Superficie de respuesta de la evaluación del efecto de la agitación (100; 150; 200 rpm) 
y aireación (1; 1.5; 2 vvm). ............................................................................................................... 52 
Figura 4-2. Efectos principales de los factores agitación y aireación sobre actividad lacasas. ...... 53 
Contenido XV 
 
Figura 4-3. Actividad enzimática a diferentes niveles de agitación con una aireación de 2vvm. El 
tiempo hace referencia a días de incubación o fermentación sumergida ........................................ 54 
Figura 4-4. Prueba de Tukey sobre niveles de aireación y agitación al cabo de 8 días de 
incubación ........................................................................................................................................ 55 
Figura 4-5. Microscopia electrónica de barrido de Panicum maximum. .......................................... 59 
Figura 4-6. Microscopia electrónica de barrido de la interacción de la biomasa fúngica con 
P.maximum ...................................................................................................................................... 60 
Figura 4-7.  Diagrama de bloques – Proceso de obtención extracto enzimático (ligninazas) a partir 
de biomasa de Panicum maximum. ................................................................................................. 63 
Figura 4-8.  Diagrama de Flujo de Proceso – Obtención extracto enzimático (ligninazas) a partir de 
biomasa de Panicum maximum. ...................................................................................................... 64 
Figura C-1 Crecimiento Pleurotus ostreatus medio sólido Panicum máximum (5.0%) al Día 17 de 
incubación. ....................................................................................................................................... 74 

















Lista de tablas 
 
Tabla 1-1.Productos de base biológica y sus principales características  (Adaptado: European 
Comission, 2009) ............................................................................................................................... 6 
Tabla 1-2.Taxonomía y morfología del género Pleurotus spp. Fuente. Adaptado (Buchanan, P.  
1991) .................................................................................................................................................. 9 
Tabla 1-3. Principales usos de Lacasas en Industria adaptado (Kunamneni et al. 2008) .............. 13 
Tabla. 2-1. Caracterización química Panicum maximum (BS) ........................................................ 20 
Tabla 2-2. Actividades Enzimáticas en fermentación sumergida de P.maximum por P.ostreatus . 31 
Tabla 3-1. Tamaños de inóculo P.ostreatus .................................................................................... 36 
Tabla 3-2. Medio de fermentación sumergida modificado (factores que maximizan la actividad 
enzimática). Fuente: Adaptado Medio Kirk modificado (Ramsay et al. 2005) ................................. 37 
Tabla 3-3. Actividades enzimáticas máximas para diferentes tamaños de inóculo ........................ 41 
Tabla 3-4. Actividad enzimática y concentración de proteína extracelular en fermentación líquida 
sumergida......................................................................................................................................... 45 
Tabla 4-1. Máxima actividad de lacasas y MnP registrada en los ensayos del diseño experimental 
a escala reactor ................................................................................................................................ 53 












ubio µmol/L.min. g de biomasa fúngica seca 
ABTS ácido 2,2’ azino-bis-(3 etil benzatiazoline sulfato) 
DMP 2,6 Dimetoxifenol 
MnP Manganeso peroxidasa 













El calentamiento global, la  búsqueda del desarrollo sostenible y una menor dependencia 
de la industria petroquímica, han permitido incluir en las temáticas de tipo científico y 
económico conceptos tales como la economía de base biológica y biorrefinerías, en 
consecuencia, la biomasa se posiciona como una fuente renovable, compleja, y 
energéticamente eficiente lo cual es un escenario para el impulso económico de los 
países con un alto potencial agrícola o producción de biomasa lignocelulósica 
(Vandermeulen et al. 2011). 
 
La Comisión de la Unión Europea en su reporte ad hoc sobre bioproductos publicado en 
septiembre de 2009, revela el potencial y los prometedores mercados sobre los que se 
desarrollará la economía de base biológica durante los próximos veinte años, igualmente 
estipula que para el año 2020 el 20% de las ventas de la industria química global, 
dependerán de compuestos de base biológica, con un valor aproximado de $125 mil 
millones de dólares. Esto implicará un mejoramiento de las tecnologías, del marco 
normativo y en un descenso en el precio de las materias primas. De esta forma se 
propone una alternativa para la utilización de la biomasa lignocelulósica como fuente 
renovable, sostenible y para la  generación de moléculas de gran interés. 
 
Las biorrefinerías verdes, se sustentan generalmente de cultivos energéticos como por 
ejemplo los pastos y otras gramíneas, a partir de las cuales se pueden obtener 
compuestos tales como ácidos orgánicos, enzimas, azúcares o aminoácidos (Langeveld 
et al. 2010).  
 
Dada la importancia de estos sustratos y su carácter de cultivo perenne, estos pueden 
representar un aumento de la productividad por hectárea dedicada a los pastizales. En 
Brasil se calcula que anualmente alrededor de 2.8 millones de toneladas de material 
lignocelulósico (gramíneas forrajeras) con potencial energético son producidas y no 
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estrictamente aprovechados (Ferreira-Leitão et al. 2010), una situación similar es descrita 
para Colombia según (Cardona et al. 2012) 
 
Panicum maximum (pasto conocido como Guinea común) es un sustrato lignocelulósico 
que puede ser competitivo, por su amplio rango de adaptación, capacidad de 
desarrollarse desde los  0 m.s.n.m hasta los 1800 m.s.n.m, crecer en suelos ácidos, y por 
su productividad de biomasa (104 ton/ha/año). En Colombia se encuentra ampliamente 
cosechado en la costa atlántica y llanos orientales. Teniendo en cuenta estas 
características de este tipo de gramíneas también han ganado interés para la producción 
de bioetanol (Cardona et al. 2012; Castillo, C  et al .2013). 
 
Sin embargo, aún existen grandes vacios de tipo técnico, científico y económico que 
logren consolidar la obtención y comercialización de productos procedentes de estos 
materiales lignocelulósicos. En el caso de la obtención de enzimas a partir de estos 
sustratos, se lograría abrir espacios en un mercado constantemente en crecimiento, 
puesto la aplicación  de catalizadores biológicos a distintos procesos se ha convertido en 
una práctica, cada vez más común. 
 
El mercado de las enzimas está en constante crecimiento,  se prevé que el aumento 
estará a una tasa compuesta anual de 7,49 por ciento durante el período 2012-2016, 
dentro de los segmentos de clientes clave para dicho crecimiento se encuentran la 
industria cosmética, de alimentos y aditivos para alimentación animal. Por tanto la 
introducción de nuevas materias primas y microorganismos con un alto potencial de 
expresión enzimática, también se convierte en una creciente oportunidad para la 
investigación (Technavio Insights 2013) 
 
Con la presente investigación se propone el uso de la biomasa de Panicum maximum 
como sustrato para la obtención de enzimas ligninolíticas las cuales tienen un alto valor 
comercial en la industria del papel, cosmética,  tratamiento de efluentes, detoxificación de 
hidrolizados lignocelulósicos para la obtención de etanol, entre otros, dichas enzimas 
fueron producidas por una cepa de Pleurotus ostreatus (Rodríguez Couto & Toca Herrera 




La producción de enzimas ligninolíticas por hongos de la podredumbre blanca entre los 
que se encuentra P. ostreatus, se ve influenciada por parámetros nutricionales y 
condiciones de operación del cultivo. Algunas investigaciones han descrito los efectos de 
las fuentes de nitrógeno, y carbono (Stajić et al. 2006; Kirk & Farrell 1987), la presencia 
de inductores y adicionalmente condiciones tales como la agitación o temperatura sobre 
la expresión enzimática (Birhanli & Yesilada 2010; Wu et al. 2003; Tlecuitl-Beristain et al. 
2008) 
 
No obstante el efecto de cada uno de estos factores varía según la cepa, el sustrato y el 
tipo de fermentación realizada (sólida o líquida), por lo anterior, con esta investigación se 
buscó evaluar factores nutricionales tales como la relación carbono/nitrógeno, tipo de 
fuente de nitrógeno y pH inicial en un cultivo sumergido de Panicum maximum por 
Pleurotus ostreatus (Cap 2.). Una vez establecidos los niveles de los factores que 
condujeron a la producción de enzimas, se estudiaron diferentes tamaños de inóculo y su 
respuesta reflejada en actividad enzimática /gramos de biomasa (Cap 3), finalmente con 
el fin de hacer un estudio exploratorio del efecto de la agitación y aireación en el sistema, 
se recurrió a realizar dichas pruebas en un biorreactor con capacidad de 3L y un volumen 





1. Marco Teórico 
1.1 Economía de Base Biológica  
La búsqueda de una menor dependencia de la industria petroquímica, enmarcada en 
objetivos tales como el desarrollo sostenible, y la seguridad alimentaria; ha provocado 
además de la búsqueda de energías alternativas, el desarrollo de toda una plataforma 
productiva a partir de materias primas renovables, que permitan desde la generación de 
productos de bajo costo en grandes volúmenes hasta productos de alto valor agregado 
(bajos volúmenes). Toda esta cadena de actividades y su impacto económico, social y 
científico se ha denominado ―Economía de base biológica‖ (Langeveld et al. 2010), y a 
partir de ella surgen nociones tales como productos de base biológica y biorrefinerías.  
 
La construcción de una economía de base biológica depende directamente de los 
avances que se realicen dentro del concepto de ―biorrefinería‖ que es el uso óptimo de 
cada uno de los componentes de la biomasa, donde la producción de energía no es más  
que una aplicación opcional de la materia prima. Esto incluye, en el caso de las 
biorrefinerías en las que su principal corriente de alimentación son materiales 
lignocelulósicos, la adaptación de tecnologías y/o procesos químicos y biotecnológicos 
que permitan un pretratamiento, separación más efectiva en lignina, celulosa y 
hemicelulosa y por ende la obtención de productos de valor agregado, de cada una de 
estas porciones (Kamm & Kamm 2004).  
 
Por otro lado, se consideran productos de base biológica a todo producto no alimenticio, 
derivado de la biomasa (vegetal, animal, marina o residual), de alto valor agregado y 
derivados de la química fina como compuestos farmacéuticos, cosméticos, aditivos para 
la industria de alimentos y otros materiales obtenidos en mayor volumen como 
biopolímeros, enzimas, fibras, combustibles de segunda generación y moléculas 
precursoras ―building blocks‖(European Comission ad hoc Advisory Bio-based Products 
2009) (Langeveld et al. 2010). 
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Tabla 1-1.Productos de base biológica y sus principales características 
 (Adaptado: European Comission, 2009) 
Biolubricantes
Lubricantes a partir de aceites vegetales, y sus 
derivados directos para uso en motores, cajas de 
cambio, cadenas, etc 
Biodegradables, menor toxicidad, pueden ser utilizados en
ambientes de mayor complejidad o sensibilidad.
Enzimas, aminoácidos y ácidos orgánicos
Este tipo de moléculas se usan para el 
mejoramiento de procesos industriales, producción 
de alimentos , moléculas precursoras para la 
producción de cosméticos, biopolimeros y 
productos farmacéuticos.
En general mejoramiento de procesos, sustitución de varios
pasos en procesos de síntesis química, ahorros de energía y el
uso químicos tóxicos.
Materiales de construcción renovables y fibras 
naturales
Como ejemplo: lino, cañamo, yute madera utilizada 
en la construcción de edificios
Propiedades mécanicas (resistencia a impactos, cualidades
acústicas, menor peso, reciclaje)
Surfactantes
Proporcionan  menor tensión superficial en  
líquidos, utilizados en detergentes, jabones, 
industria farmaceútica, aditivos para alimentos, 
producción de emulsiones y espumas. Próxima 
generación "biosurfactantes" producidos a partir de 
algas o bacterias
Baja eco-toxicidad, biodegradables y compostables. Base
enzimática de detergentes para lavadoras domésticas, ventajas
ambientales (ahorro de energía, lavado eficiente, sustitución del
fósforo)
Biosolventes
Solventes utilizados en pinturas, tintas, barnices, 
adhesivos
No emiten compuestos orgánicos volátiles (VOC) que son
perjudiciales para la salud humana y la capa de ozono. Se
considera que el 23% de los VOCs presentes en el aire son de
disolventes petroquímicos.
Bioproducto Caracteristicas y funcionalidad
Moléculas precursoras 
Compuestos químicos derivados de materias 
primas de carácter renovable
Producción quimica sostenible, bajas emisiones de gases efecto
invernadero, durante el proceso de producción baja demanda de
energía y agua y generación de resiguos. Otorgan una mejor
biodegradabilidad y potencialmente menor toxicidad.
Biopolímeros, bio plásticos y biomateriales
Polihidroxialcanoato (PHA), Polietileno (PE) de 
caña de azúcar, Ácido poliláctico (PLA) a tráves de 
fermentación de almidón o glucosa, y plásticos a 
base de propanodiol
En ocasiones biodegradable y/o compostables, menores 
emisiones de gases de efecto invernadero, potencialmente 
menos tóxicos,  pueden ser materiales con nuevas cualidades
 
 
Pese a que varios de los bioproductos (Tabla 1.1) son producidos a partir de biomasa 
(almidón, celulosa, proteínas, terpenos), Kamm y Kamm, 2004 describe que solo 6x109 
toneladas de las 170 x109  t de la biomasa producida anualmente por fotosíntesis es 
usada; quizás una de las razones por las cuales aún, los costos de los procesos que 
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utilizan como fuente sustratos lignocelulósicos, no son competitivos. Los retos para la 
industria biotecnológica radica en el desarrollo tecnológico, en la  producción de 
moléculas con propiedades químicas y biológicas interesantes, variedad de los procesos 
de transformación (diversos flujos de biomasa) y el uso de múltiples vías para la provisión 
de biomasa (Maes & Van Passel. 2014). Se espera que la participación de los 
bioproductos en el mercado con los años se intensifique, sin embargo, actualmente los 
catalizadores enzimáticos, parecen abrirse un mayor espacio en el mercado,  por ser 
prometedores reemplazos o mejoradores de los procesos químicos (Erickson et al. 2012). 
 
1.2 Biomasa lignocelulósica 
La lignocelulosa está compuesta principalmente de celulosa, hemicelulosa y lignina, lo 
que la convierte en una fuente de azúcares para la obtención de productos químicos de 
interés, combustibles, entre otros.  Además de poseer un carácter renovable pues 
comprende aproximadamente la mitad de la materia producida por fotosíntesis (Sánchez. 
2009) (Huang et al. 2011). A pesar de este potencial, existen aún limitaciones para el 
aprovechamiento de este tipo de recursos, dada la complejidad química por la que se 
encuentran asociados los tres componentes principales de estos materiales. La celulosa 
es el polisacárido de mayor composición de la pared celular vegetal, está constituido por 
largas cadenas de moléculas de D-glucosa unidas por enlaces β-1,4  glucosídicos, que 
confieren una estructura cristalina, que al ser hidrolizada genera sus monómeros 
constituyes, otro de los componentes de la lignocelulosa, es la hemicelulosa  que se 
compone de heteropolímeros ramificados de L-arabionosa, D-manosa, D-xilosa, D-
galactosa y D-glucosa, su función específica es actuar como un agente de unión entre la 
lignina y la celulosa (Singh et al. 2009). La lignina se encuentra compuesta de tres 
monómeros alcohol sinapílico, alcohol coniferílico y alcohol p-cumarílico, estos están 
dispuestos de manera aleatoria y tridimensional con enlaces β-aril éter, dada esta 
complejidad química, la hace uno de los materiales más resistentes y recalcitrantes de la 
naturaleza (Olsson & Hahn-Hägerdal. 1996). 
 
Las proporciones de estos materiales varían de acuerdo a la especie vegetal por ejemplo, 
en las sabanas de pastoreo predomina la celulosa, hemicelulosa y pectina, ya que los 
pastos son gramíneas monocotiledóneas que durante su desarrollo generan una baja 
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lignificación (cerca del 1-5%) (Lemus et al. 2002). Mientras que en los bosques, de 
acuerdo a su madurez, puede aumentar el contenido de lignina en la biomasa vegetal 
que está sobre el suelo; a medida que un bosque ha estado más tiempo  protegido  de  la  
intervención  antrópica, su vegetación será más  diversa, tendrá  un  porte  superior  y  la  
edad  de  las  plantas  será mayor,  por  lo  tanto  sus células serán más lignificadas.  
1.2.1 Gramíneas forrajeras 
Los pastos y demás gramíneas forrajeras son denominadas plantas C4, las cuales son 
altamente eficientes en la transformación de energía lumínica en energía química, por lo 
tanto pueden alcanzar una alta productividad de biomasa, dicha característica las hace 
atractivas como cultivos energéticos. Esta capacidad de conversión depende 
esencialmente de la acción de los fotosistemas I y II (Heaton et al. 2008). 
 
Los pastos gigantes son perennes y por lo tanto poseen altos rendimientos de biomasa 
contra una baja demanda en términos de fertilidad del suelo, pueden mantenerse en un 
cultivo de siete a diez años sin resiembra, no requieren de suplementos para la 
mineralización del nitrógeno (Jasinskas et al. 2008). Panicum maximum o también 
llamado Guinea común es un pasto gigante ampliamente cultivado en Colombia, capaz 
de desarrollarse entre los 0 y 1700 m.s.n.m, utilizado para pastoreo y ensilaje. Rangel; 
2012 en asocio con el Centro de Investigación ―La Libertad‖ CORPOICA, compararon la 
productividad de biomasa y la composición de ocho gramíneas forrajeras comúnmente 
sembradas en  el llano Colombiano, obteniendo que las mayores productividades 102 y 
104 ton/ha/año fueron para Penisetum purpureum y Panicum maximum  respectivamente. 
Dicho estudio muestra el potencial que tiene esta biomasa lignocelulósica para su uso en 
las biorrefinerías. 
 
1.3 Pleurotus ostreatus 
En la naturaleza, la descomposición de la madera puede ser mediada por organismos 
saprófitos entre los que se encuentran los hongos de la podredumbre blanca. Estos 
hongos taxonómicamente corresponden a los Basidiomycetes, los cuales realizan una 
función natural en la conversión de lignina, por procesos de oxidación a compuestos 
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aromáticos de más fácil degradación como el ácido vainillínico y ácido protocaténico, 
dicho proceso es realizado para acceder a los azúcares derivados de la biomasa. Dentro 
de este grupo se encuentran Phanaerochaete chrysosporium,  Bjerkandera adusta, 
Dichomitus squalens Trametes versicolor y Pleurotus ostreatus (Christian et al. 
2005)(Pointing. 2001). 
 
P.ostreatus ha sido ampliamente estudiado por su versatilidad al crecer sobre distintos 
sustratos lignocelulósicos gracias a su complejo enzimático, y por sus cualidades como 
alimento (orellana), la producción de metabolitos secundarios con propiedades 
medicinales y la biodegradación de contaminantes orgánicos, y xenobióticos (Cohen et al. 
2002; Aggelis et al. 2003; Elisashvili et al. 2008).  
 
Algunas de las principales características de Pleurotus ostreatus se encuentran en la 
Tabla 1-2. 
 
Tabla 1-2.Taxonomía y morfología del género Pleurotus spp. 










Macroscópica. Colonias de aspecto consistente, con  micelio aéreo denso, algodonosas 
blancas y crecimiento en forma de surcos 
Microscópica. Estructuras vegetativas como hifas cenocíticas hialinas. 
 Ecología  
 
 
Pleurotus ostreatus se encuentra ampliamente distribuido en todo el planeta, su temperatura 
de crecimiento va desde 27 hasta 33ºC. Se encuentra con frecuencia en suelos, compost, 
pulpa de madera. 
 
 
  arbustos. 
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1.3.1 Sistema enzimático ligninolítico 
La complejidad de la lignina está dada por ser un polímero aromático (compuestos 
fenólicos y no fenólicos) de cadena larga heterogénea, por tanto su ataque bioquímico lo 
realiza un grupo reducido de microorganismos, capaces de producir un complejo 
enzimático que permita el rompimiento de enlaces inter monoméricos, demetilaciones, 
hidroxilaciones, modificaciones de extremo de cadena y fisión de los anillos aromáticos 
seguido por desasimilación de los metabolitos alifáticos producidos. Como parte de estos 
microorganismos se encuentra  P. ostreatus reconocido por la producción de enzimas 
extracelulares ligninolíticas (Carabajal et al. 2012). 
 
Dentro del complejo enzimático requerido  para la degradación de la lignina se 
encuentran las Lacasas, manganeso peroxidasa (MnP) ,Lignina peroxidasa (LiP).,   
veratril alcohol oxidasa,  aril alcohol deshidrogenasa, quinona oxidoreductasa, aromático 
ácido reductasa, entre otras (Quevedo-Hidalgo 2011).  
 
La habilidad de estas enzimas para actuar en diferentes compuestos fenólicos y no-
fenólicos en la lignina ha sido explotada en el sector comercial para diferentes 
aplicaciones (Kunamneni et al. 2008) 
 
1.3.2 Manganeso peroxidasa (MnP) 
La manganeso peroxidasa (E.C. 1.11.1.13: Mn (II):H2O2 oxidoreductosa) son 
glicoproteínas de 43 a 49 KDa y contienen un grupo prostético como hierro protoporfirina 
IX, su secuencia es 57% idéntica a la de lignina peroxidasa , al igual que su proceso 
catalítico solo que es dependiente de la difusibilidad de iones manganeso y la oxidación 
de compuestos aromáticos se hace de forma indirecta. 
 
 Las peroxidasas ligninolíticas difieren en los sustratos reductores que son oxidados por 
la transferencia de un electrón a los compuestos I y II. La LiP es relativamente 
inespecífica en sus sustratos reductores. Puede oxidar compuestos aromáticos de alto 
potencial redox tales como el alcohol veratrílico, metoxibencenos y modelos diméricos no 
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fenólicos de lignina. Mientras que la MnP es específica en sus sustratos reductores y 
solamente el Mn+2puede completar eficientemente su ciclo catalítico (Singh et al. 2010) 
 
1.3.3  Lacasas 
La lacasa (EC 1.10.3.2; benzenediol: oxigen oxidoreductasa) es una enzima que cataliza 
la oxidación de aminas aromáticas y fenólicas. Dentro de su sitio activo posee cuatro 
átomos de cobre, que están clasificados en tres tipos (1, 2 y 3) con diferentes 
propiedades: El cobre tipo 1 (T1) es responsable del color azul de la proteína, su máxima 
longitud de onda es 605 ηm, tiene un alto potencial redox y es allí donde ocurre la 
oxidación del sustrato, luego estos electrones son transferidos al cobre tipo 3 (T3) y tipo 
(T2). El aceptor final de electrones es O2, que es reducido a agua, mediante la formación 
de peróxido entre la transferencia de electrones entre T3 y T2 (Figura 1-1). 
 
El cobre tipo 2 (T2) caracteriza por no tener absorbancia en la región visible y por tener 
afinidad  por aniones (F-, CN-..).Y el cobre tipo 3 (T3) es un complejo binario formado por 
un par de iones Cu+2 –Cu+2 unidos por un puente hidroxilo con un máximo de 
absorbancia de 330 ηm y un espectro de fluorescencia característico (Kubicek 2013). 
 
Figura 1-1. Mecanismo de reacción de Lacasas con ABTS como sustrato (Baldrian 2006) 
 
Bajo este mecanismo, la lacasa consigue la remoción de un electrón y un protón de 
hidroxilos fenólicos o de grupos amino-aromáticos, para formar radicales libres fenoxilo y 
radicales amino, respectivamente (Singh et al. 2010) 
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Esta enzima oxida no solamente ácidos fenólicos y metoxifenólicos, sino que también los 
descarboxila y ataca sus grupos metoxilo mediante la desmetilación  o desmetoxilación. 
Todas estas reacciones pueden representar un paso importante en la transformación 
inicial de la lignina.  La lacasa también reacciona con polifenoles y otros compuestos 
aromáticos derivados de la lignina, los cuales, pueden ser polimerizados o 
despolimerizados, o incluso actuar  como mediadores redox de bajo peso molecular. La 
utilización de sistemas mediador-lacasa es una alternativa promisoria para procesos 
biotecnológicos con aplicaciones ambientales. Entre ellos, los de blanqueo de la pulpa de 
papel, la decoloración de colorantes textiles y la oxidación de hidrocarburos 
polinucleoaromáticos (Baldrian 2006). 
 
1.4 Aplicaciones Potenciales de las enzimas 
ligninolíticas 
Del grupo de enzimas ligninolíticas, las más comercializadas debido a su mayor uso a 
nivel industrial (blanqueo de pulpa) y otro tipo de aplicaciones son las lacasas  
(Tabla 1-3), es el caso de Novozyme quien ha comercializado lacasa a partir de 
Trametes villosa y Trametes pubescens (Novozyme 51003), la cual ha demostrado ser 
muy eficiente en procesos de modificación de la lignina (Singh et al. 2009)  
 
También existe una importante participación en procesos de biorremediación, 
investigaciones de remoción de colorantes sintéticos han revelado que los hongos 
ligninolíticos son capaces de decolorar colorantes azo, trifenilmetano y heterocíclicos 
(Pointing. 2001). Bjerkandera adusta y Pleurotus eryngii fueron reportados por la 
oxidación de tres tipos de colorantes azo (Reactivo Negro 5, Reactivo Rojo 198, Reactivo 
Azul 15), gracias a la acción enzimática de la manganeso peroxidasa, expresada por 
cada uno de estos hongos (Heinfling et al. 1998). 
 
Igualmente Jaspers y colaboradores 1994 hallaron la decoloración de efluentes 
provenientes del blanqueo del papel con  Phanerochaete chrysosporium, y se sugiere 
que la enzima responsable es principalmente la manganeso peroxidasa (MnP). 
Capítulo 1 13 
 
 







2. Efecto de diferentes fuentes de nitrógeno, 
la relación carbono – nitrógeno y pH inicial 
sobre la producción de enzimas 
ligninolíticas. 
2.1 Introducción 
La fermentación sólida de sustratos lignocelulósicos por parte de P.ostreatus ha sido una 
de las principales técnicas de cultivo para producción de cuerpos fructíferos, y  
degradación de compuestos para ser usados posteriormente en alimentación animal o la 
producción de enzimas, no obstante la fermentación líquida sumergida provee mayor 
información del comportamiento del microorganismo, facilita el monitoreo, control e 
inclusive el escalamiento, además de permitir una menor complejidad en la recuperación 
de metabolitos de interés como compuestos medicinales o enzimas (Gregori & Pohleven 
2007).  
 
Teniendo en cuenta estas ventajas se decidió tomar como medio basal para una 
fermentación líquida sumergida el medio Kirk modificado (Ramsay et al. 2005), 
suplementado con P.maximum al 5% p/v.  A partir de este medio  se evaluó la expresión 
enzimática, por parte de P.ostreatus. 
 
Las enzimas ligninolíticas y su regulación han sido ampliamente estudiadas para los 
hongos de podredumbre blanca, para varias especies se ha determinado que el proceso 
de degradación de la lignina inicia cuando el nitrógeno, el carbono o azufre empiezan a 
ser limitantes, sin embargo también se encuentran estudios donde la relación carbono 
nitrógeno favorece la expresión enzimática (Kirk & Farrell 1987). Irshad y colaboradores 
2011 evaluaron relaciones carbono:nitrógeno (C:N) desde 5:1 a 30:1 para la cepa 
Schizophyllum commune  encontrando que para una relación 20:1 se obtenían los 
mayores títulos de lacasas, MnP y LiP ,una situación contraria fue reportada para 
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Trametes trogii  donde la  producción enzimática fue favorecida cuando las relaciones 
glucosa: asparagina eran menores(Levin et al. 2005). 
Por tal razón la composición del medio y otras condiciones del cultivo juegan un 
importante rol en la producción enzimática. Condiciones tales como: el tipo de cultivo, 
líquido o sólido; la presencia de algunos metales divalentes como Mn (II) y compuestos 
fenólicos y no fenólicos que actúen como inductores, influyen sobre la expresión de 
lacasas, LiP y MnP.  
 
La producción de ligninasas por parte de los basidiomicetes frente a la fuente y 
concentraciones de carbono y nitrógeno  varia ampliamente entre cada especie, en 
consecuencia, se consideraron como variables de estudio: las fuentes de nitrógeno, la 
relación carbono/nitrógeno y el pH inicial de la fermentación sumergida, con el fin de 




2.2 Materiales y Método  
2.2.1 Sustrato lignocelulósico 
La biomasa lignocelulósica utilizada como sustrato para la presente investigación fue 
Panicum maximum, gramínea también llamada Guinea común. El material fue 
proporcionado por la Corporación Colombiana de Investigación Agropecuaria- Corpoica, 
Centro de Investigación La Libertad, ubicado en la vía Villavicencio – Puerto López 
(Meta); con una fecha de corte aproximada a 150 días. 
 
2.2.2  Tratamiento físico del sustrato 
El material recolectado (hojas y tallos de P.maximum)  fue reducido a trozos de 3-5 cm 
en una picadora de pasto. Posteriormente la biomasa fue llevada a secado a 60°C 
durante 48 horas,  para ser sometida a molienda en un molino de cuchillas, y pasado por 
una criba de tamaño de 2mm.  
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2.2.3 Caracterización química del sustrato 
La biomasa lignocelulósica, fue caracterizada en su composición de lignina, 
hemicelulosa, celulosa, proteína cruda y cenizas, por análisis de Fibra  Detergente 
Neutro (FDN), realizados por el Laboratorio de Nutrición Animal de la Facultad de 
Medicina Veterinaria y Zootecnia – UNAL. 
 
2.2.4 Microorganismo 
La cepa de Pleurotus ostreatus utilizada durante esta investigación fue obtenida del 
cepario de microorganismos aislados, del Laboratorio de Biotecnología de la Facultad de 
Ingeniería – Universidad Jorge Tadeo Lozano.  
 
Para la conservación de la cepa, se elaboró un banco de trabajo cada cuatro meses, que 
consistía en crioviales con medio líquido  extracto de salvado-glicerol al 25% (p/v), 
inoculados con discos de agar colonizados con biomasa fúngica, y almacenados a 4°C. 
La cepa fue reactivada en agar Extracto de salvado de trigo (Anexo A), e incubada 
durante 10 días a 30°C.  
 
2.2.5 Propagación (preparación de inóculo) 
El inóculo fueron  pellets de P.ostreatus de tamaño homogéneo (3–5 mm). La 
preparación del inóculo se realizó en Erlenmeyers de 250 mL  con un volumen de medio 
líquido Extracto de Salvado de Trigo (Anexo A), igual a 62.5 mL, e inoculado con 12 
discos-agar de hongo, previamente crecido en medio sólido (númeral 2.2.4). Los cultivos 
se llevaron a  propagar durante  6 días en agitación orbital (150 rpm), a 30 ±2°C. 
 
Posterior a este tiempo, la biomasa  fue tamizada por una malla con el fin de obtener una 
suspensión con tamaño de pellets homogéneo (3–5 mm).Con el fin de hallar el contenido 
de humedad, las muestras de biomasa húmeda se llevaron a una estufa de secado  a 
60° ± 1°C hasta obtener peso constante. 
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2.2.6 Evaluación de diferentes fuentes de nitrógeno, relación 
carbono-nitrógeno y pH inicial en la producción de enzimas 
ligninolíticas  en fermentación sumergida. 
Tres diferentes fuentes de nitrógeno fueron evaluadas: peptona, carbonato de amonio 
((NH4)2 CO3)  y sulfato de amonio ((NH4)2 SO4). Con cada uno de estos compuestos se 
efectuó un diseño de experimentos tipo factorial 32, donde la variable de respuesta fue la 
producción de enzimas ligninolíticas medida en términos de actividad enzimática. Los 
factores considerados fueron pH: 4.5, 6.0 y 7.5, y relación carbono/nitrógeno (C/N) en 
medio de fermentación sumergida: 10, 20 y 30.  
 
2.2.7  Fermentación líquida sumergida 
Para la determinación de la relación C/N se consideró el aporte de cada uno de los 
compuestos presentes en el medio de fermentación (Anexo B), a través de un balance de 
masa incluyendo el aporte por el sustrato lignocelulósico (P. maximum) a una 
concentración del 5% p/v de medio de fermentación. Las concentraciones de los 
compuestos involucrados en cada fermentación sumergida se presentan en el Anexo B. 
 
Las fermentaciones para la producción de enzimas se realizaron por triplicado. Cada 
unidad experimental fue inoculada con 5 g (base húmeda) de pellets conforme el numeral 
2.2.5, en un volumen de 50 mL, temperatura de 30°C ± 2 °C, en un agitador orbital a 150 
rpm durante 15 días. Se tomaron muestras para la medición de actividad enzimática a 
los: 6, 9, 12 y 15 días. 
La concentración de inóculo en base seca fue igual a 5.16 ± 0.24 g/L. 
 
2.2.8 Análisis estadístico 
El análisis estadístico de cada uno de los diseños experimentales contemplados en este 
capítulo se hizo por medio de un análisis de varianza multifactorial, por el programa 
Statgraphics ® V.15.2, que permitió establecer los efectos principales de cada uno de los 
factores sobre la producción de enzimas ligninolíticas. 
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2.2.9 Determinación de actividades enzimáticas 
Para el análisis de la actividad enzimática del extracto, las muestras fueron llevadas a 
centrifugación a 10.000 rpm durante 10 min a 4°C en una centrifuga ThermoScientific 
Megafuge 16R. El sobrenadante fue recuperado y llevado a análisis de actividad 
enzimática. 
 
El sobrenadante o extracto crudo fue diluido 1:100 en buffer acetato de sodio 60mM (pH 
4.5) para la medición de actividad lacasa, y en buffer acetato de sodio 100mM (pH 5), 
para la medición de actividad Manganeso peroxidasa. 
 
a. Determinación de actividad lacasas 
La actividad de lacasas (EC 1.10.3.2) se cuantificó por medio del registro del cambio en 
la absorbancia a 436 nm, debido a la oxidación de ABTS [ácido 2,2’ azino-bis-(3 etil 
benzatiazoline sulfato)] (ξ 436 =  29300 L mol
-1 cm-1) (Tinoco & Pickard 2001) en buffer 
acetato de sodio 60 mM (pH 4.5). El ensayo se realizó mezclando 100 µL de buffer, 100 
µL de ABTS y 800 µL de muestra a temperatura ambiente. La formación de un radical 
verde se siguió espectrofotométricamente durante 5 minutos, realizando mediciones en 
intervalos de 3 segundos, en un espectrofotómetro ThermoScientific Genesys 10 uv.  
Una unidad de actividad lacasa  se definió como la cantidad de enzima que permite la 
oxidación de 1 µmol de ABTS por minuto (Quevedo-Hidalgo 2011). 
 
Como blanco de reacción se utilizaron 800 µL de la muestra y 100 µL de buffer. La 
dilución de la muestra, permitió que el color propio del extracto, no actuara como 
interferente durante las medidas de absorbancia. 
 
En el Anexo K  se presenta la muestra de cálculos para la cuantificación de actividad. 
 
b. Actividad manganeso peroxidasa (MnP) 
La actividad manganeso peroxidasa (E.C. 1.11.1.13, MnP), se cuantificó por la oxidación 
de 2,6 dimetoxifenol (DMP) a 468 nm ( ξ 468=49600 M
−1cm−1) (Santoyo et al. 2008). La 
mezcla de reacción fue: 450 µl de extracto enzimático, 500 µl de DMP 10 mM en solución 
tampón de acetato de sodio 100 mM pH 5, 50 µl de sulfato de manganeso 0.4 M y 30 µl 
de peróxido de hidrogeno 22 mM. La oxidación se siguió  espectrofotométricamente 
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durante 3 minutos, realizando mediciones en intervalos de 3 segundos, en un 
espectrofotómetro ThermoScientific Genesys 10 uv.  Una unidad de actividad se definió 
como la cantidad de enzima que permite la oxidación de 1 µmol de 2,6 dimetoxifenol por 
minuto (Quevedo-Hidalgo 2011)  
 
Para esta reacción se realizó un blanco que correspondía  a 450 µL de buffer, 50 µL de 
sulfato de manganeso 0.4 M, 30 µl de peróxido de hidrógeno 22 mM y 500 µl de DMP 10 
mM en solución tampón de acetato de sodio 100 mM pH 5, la reacción fue seguida 
durante 3 minutos, realizando mediciones en intervalos de 3 segundos. 
 
 
2.3 Resultados y discusión 
2.3.1 Caracterización sustrato lignocelulósico 
Con el fin de establecer los aportes del sustrato lignocelúlosico dentro del medio de 
producción enzimática , los contenidos de celulosa, hemicelulosa, lignina  y proteína 
cruda de P.maximum (Tabla 2.1) fueron caracterizados por el Laboratorio de Nutrición 
Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia – UNAL  
 
Tabla. 2-1. Caracterización química Panicum maximum (BS) 
 
(BS) Base seca 
 
La fecha de corte del lote de P.maximum utilizado durante la investigación correspondía 
alrededor de 150 días (información suministrada por el cuerpo de Ingenieros agrónomos 
de Corpoica estación La Libertad), por lo que se esperaba un mayor contenido de lignina, 
luego en este tipo de vegetales conforme el aumento de los tiempos de corte, es 
proporcional a el fortalecimiento de la pared celular, reflejado en  el contenido de lignina. 
Los valores obtenidos para esta investigación se asemejan a los hallados por  Rangel, 
2012 pero para periodos de corte entre 60-90 días. 
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Conforme estos resultados se realizaron los balances de masa para determinar la 
relación  carbono:nitrógeno (C/N)  que aportaría el pasto, factor relevante dentro de esta 




2.3.2 Evaluaciones preliminares de P.ostreatus frente a 
P.maximum 
La degradación de la lignina por parte  de  los hongos de podredumbre blanca se 
desarrolla en la fase de crecimiento  post-primaria o bajo condiciones donde el 
metabolismo secundario (idiofase) es expresado simultáneamente con crecimiento 
primario restringido (Kirk & Farrell 1987; Tlecuitl-Beristain et al. 2008). Para efectos de 
conocer la etapa de mayor producción de enzimas de la cepa P.ostreatus frente al  medio 
Kirk suplementado al 5%p/v P.maximum (véase Anexo B), se realizaron algunas pruebas 
de crecimiento en medio sólido y la cuantificación de actividad enzimática en medio 
líquido.  
Dentro de los resultados de esta prueba se encontró que el aumento en la biomasa  y 
una producción considerable de lacasas (150U/L)  se alcanzó solo hasta pasados diez 
días de incubación, un período de adaptación prolongado frente a  una baja producción 
de enzimas (Veáse Anexo C). 
 
Basados en estos resultados se optó por la inoculación de pellets previamente crecidos 
en medio extracto salvado de trigo, y no discos agar con micelio, con el fin de disminuir 
etapas tan prolongadas de crecimiento y producción enzimática. Esta forma de 
inoculación  ofrece otras ventajas para el manejo de la variable biomasa de P.ostreatus y 
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2.3.3 Efecto de diferentes fuentes de nitrógeno, relación C/N y pH 
inicial en la expresión de enzimas. 
Varios estudios declaran que la ausencia o limitación de nitrógeno, significa una ventaja 
para los procesos de deslignificación, pero esto no es posible generalizarlo para todas las 
especies del grupo de hongos de la podredumbre blanca (Sánchez 2009). Especies 
como P.ostreatus, Lentinula edodes,  Bjerkandera sp han visto favorecida la actividad 
lacasa, manganeso peroxidasa y lignina peroxidasa en medios con nitrógeno, en 
concentraciones de 56 mM  procedente de una fuente orgánica (peptona) frente a medios 
en los que el nitrógeno era un factor limitante (2mM) o con una fuente inorgánica (Kaal et 
al. 1995).  
 
En el estudio de (Philippoussis et al. 2010) en el que se evaluaban tres sustratos 
lignocelulósicos para la producción de biomasa y enzimas de Lentinula edodes la 
variedad de pasto reed grass (Typha angustifolia), aportaba una relación C/N igual a 
72,02,  siendo el más alto entre la triada evaluada (paja de trigo 58.81; tallo de frijol 
57,07) con el fin de mantener una relación C/N de 30-40 que favorece el crecimiento de 
estos hongos, el sustrato tuvo que ser  suplementado con una mezcla de salvado de trigo 
y harina de soya.  En el caso de esta investigación P. maximum aportó una relación C/N 
igual a 50,4, por lo que se evaluaron tres fuentes de nitrógeno (carbonato de amonio, 
sulfato de amonio y peptona) bajo tres relaciones C/N (10:1, 20:1 ,30:1). 
 
La actividad enzimática de MnP por parte de P.ostreatus frente a la actividad lacasa fue 
mucho menor e irregular a lo largo de los seguimientos de la actividad enzimática en el 
tiempo realizados con los diferentes factores (pH inicial, fuente de nitrógeno y relación 
C:N).  
Cabe anotar que la expresión enzimática de las peroxidasas además de estar sujeta a la 
presencia de Mn+, y  limitación de algunos nutrientes, también es relevante la presencia 
de NADPH y AMP cíclico pues inciden en los procesos transcripcionales de estas 
enzimas (Kubicek 2013) y ninguno de estos factores fue objeto de investigación durante 
este trabajo. 
 
Teniendo en cuenta lo anterior, la actividad enzimática de lacasas fue la principal variable 
de respuesta de los factores y condiciones evaluadas en las etapas experimentales. 
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2.3.4 Carbonato de amonio 
La fuente de  nitrógeno influirá en los procesos metabólicos, específicamente entre cual 
da mayores ventajas para la asimilación. De las tres fuentes de nitrógeno utilizadas en 
esta fase, el carbonato de amonio ((NH4)2CO3) fue la fuente inorgánica con menores 
títulos de lacasas, la actividad más alta  fue igual a 329.35 U/L a una relación C:N =10 y 














































































































Figura 2-1 Perfiles de Act. Enzimática de Lacasas con Carbonato de Amonio a diferentes pH y 
relaciones Carbono/Nitrógeno: a) C/N = 10, b) C/N = 20, c) C/N=30. El tiempo hace referencia a días de 
incubación o fermentación sumergida. 
 
 
2.3.5 Sulfato de amonio 
En el caso del sulfato de amonio (NH4)2SO4, la producción de lacasas fue cinco veces 
mayor,  comparada con los niveles de actividad del carbonato de amonio, las mayores 
producciones se dieron a una relación C/N=30 a pH= 7.5 (1277.02 U/L, después de 
nueve días). Con  un aumento de la concentración de nitrógeno, los niveles de actividad 
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lacasa decrecieron, una relación C/N igual a 10 a pH 7.5 describió una disminución de 
casi el 40% de la actividad, para el mismo día de incubación comparada con la más alta. 
(veáse fig 2-2)  Adicional a este comportamiento las unidades experimentales con los pH 
inferiores a 7.5 (4.5 y 6.0) también contaron con los menores  niveles de actividad 
enzimática, esta tendencia fue similar para los tres tipos de fuente de nitrógeno 
estudiados. 
 
El sulfato de amonio ha sido una de las fuentes de nitrógeno inorgánica ampliamente 
estudiadas, para la degradación de sustratos lignocelúlosicos y producción de enzimas 
por hongos de podredumbre blanca. Elisashvili, et al 2006, utilizó cáscaras de mandarina 
como fuente de carbono y (NH4)2SO4 como fuente de nitrógeno en una fermentación 
sumergida con Pleurotus dryinus, teniendo un total de 6026 U/L de lacasas para el 
décimo día de incubación, alrededor de 500 U/L por encima de los casos en la que la 









































































































Figura 2-2 Perfiles de Act. Enzimática de Lacasas con Sulfato de Amonio a diferentes pH y relaciones 
Carbono/Nitrógeno: a) C/N = 10, b) C/N = 20, c) C/N=30. El tiempo hace referencia a días de incubación 
o fermentación sumergida 
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Para varias especies del grupo de hongos de podredumbre blanca se ha establecido que 
altas concentraciones de nitrógeno frente a una disminución del carbono, reprimen la 
expresión del complejo de enzimas ligninolíticas (Akdogan, et al, 2014; Kirk & Farrell, 
1987),  no obstante igual número de estudios sostienen que este comportamiento no es 
generalizado para todas las especies de este grupo de basidiomicetos, y que así mismo 
variará la expresión de un enzima u otra, pues se encuentra ligada también al pH y la 
fuente de nitrógeno y carbono (Pointing 2000; Prasad et al. 2005; Buswell et al. 1995), en 
consecuencia esto apoyaría, el comportamiento exhibido por  P.ostreatus frente a las 








































Figura 2-3. Efectos principales de las variables (relación C/N, pH y tiempo) sobre la actividad 
enzimática de lacasas, usando como fuente de nitrógeno Sulfato de amonio 
 
 
Conforme los resultados de la producción de enzimas al evaluar el efecto de cada una de 
las variables,  a  partir de los datos experimentales, se desarrolló un modelo cuadrático 
con un coeficiente de correlación (R2) del 82.49%. La figura 2-3 refleja los efectos de las 
variables, donde el incremento de la relación C/N y el pH tienen un efecto positivo sobre 
la actividad lacasa. Sin embargo, el tiempo de fermentación mostró que entre el día 6 y el 
día 12 se tuvo un incremento en la actividad enzimática, pero tiempos posteriores a 12 
días muestran una caída en la actividad. De esta forma en relaciones C:N donde el 
sulfato de amonio es limitante, refieren en un aumento de la actividad enzimática de casi 
el 15%  respecto a la relación C:N=20 
 
 




La preferencia por fuentes de nitrógeno orgánicas por especies como Trametes gallica, 
T.pubescens, Bjerkandera sp y P.ostreatus además de verse reflejada en una mayor 
producción de lacasas, manganeso peroxidasas y lignina peroxidasa también lo es la 
producción de biomasa (Levin et al. 2010). Un caso similar fue el encontrado durante 
esta investigación, donde los mayores títulos de actividad lacasa e inclusive actividad 
MnP, fue cuando la fuente de nitrógeno, correspondió a peptona. 
 
La actividad enzimática lacasa duplicó (2976.11 U/L) los niveles más altos reportados 
para sulfato de amonio, bajo las mismas condiciones de pH y relación C/N y aumento 
diez veces respecto al carbonato de amonio. La figura 2-4 describe los perfiles de 
producción enzimática para cada uno de los factores evaluados. Se puede observar que 
además de verse favorecido los títulos de actividad enzimática, así mismo fue sobre los 
tiempos de incubación, puesto al sexto día que correspondió al primer tiempo de 
muestreo. Para los pH 4.5, sin importar la relación C/N, se presentan los niveles más 
altos y que conforme aumenta el periodo de incubación estos disminuyeron. 
 
Las condiciones experimentales en las que se halló la mayor actividad lacasa  4450.70 
U/L fueron una relación C/N =10 pH 7.5 a los 9 días de incubación, seguida por la 
relación C/N=20 a este mismo pH (3613.33 U/L).  
 
Conforme a los resultados de esta investigación (Stajić et al. 2006) evalúo tres fuentes 
orgánicas de nitrógeno y cinco fuentes inorgánicas con cuatro especies del género 
Pleurotus, las dos cepas de P.ostreatus exhibieron la mayor actividad lacasa  frente a la 
peptona posterior a diez días de incubación, con un máximo de actividad de 466.2 (U/L) 
para P.ostreatus 494, aproximadamente 100 unidades de actividad por encima, de los 
títulos arrojados por las otras fuentes orgánicas: hidrolizado de caseína  y licor de maíz.  
Igualmente (Levin et al. 2010) encontró que para Coriolus versicolor  el uso de peptona 
mejoró la expresión de MnP y Lacasa frente al uso de catorce aminoácidos y extracto de 
levadura como fuentes de nitrógeno. En la tabla 2-2 se puede observar que también la 
actividad de MnP se vio favorecida bajo la fuente de nitrógeno orgánica.  
 



































































































Figura 2-4 Perfiles de Act. Enzimática de Lacasas con Peptona a diferentes pH y relaciones 
Carbono/Nitrógeno: a) C/N = 10, b) C/N = 20, c) C/N=30. El tiempo hace referencia a días de incubación 
o fermentación sumergida. 
 
Resultados similares a los de esta investigación, fueron hallados por (Mikiashvili et al. 
2006) quien evaluó fuentes de nitrógeno orgánicas e inorgánicas en medio sintético para 
dos cepas de P.ostreatus, la actividad lacasa, MnP y peroxidasa presentó un descenso 
cuando la suplementación se realizó  con fuentes de nitrógeno inorgánicas (NH4NO3, 
(NH4)2SO4, NH4Cl, entre otras). Por el contrario, el uso de peptona reportó la actividad 
más alta (490 U/L) con P.ostreatus 108. 
 
Nuevamente para analizar el efecto de las variables sobre el uso de peptona como única 
fuente de nitrógeno, se optó por una superficie de respuesta, el  ajuste del modelo 
cuadrático desarrollado para los datos experimentales de esta etapa, tuvo un ajuste (R2) 
de 92.631%. Basados en el análisis ANOVA (anexo E), es posible determinar un efecto 
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significativo de cada una de las variables (relación C/N, pH y tiempo) con un  valor P 
˂0.05 para cada una de ellas. 
En la figura 2-5 es posible observar que los mayores títulos enzimáticos se encuentran 
para los mayores niveles de pH y entre el sexto y duodécimo día de incubación para la  







































Superficie de Respuesta Estimada
CN=10.0













Figura 2-5. Superficie de Respuesta Act. Enzimática de Lacasas, Fuente de Nitrógeno: Peptona, 
Relación C/N: 10 
 
Contrario a los resultados arrojados para sulfato de amonio, un aumento de la proporción 
de peptona respecto al aporte de carbono presente en el medio, incide en mejores 
niveles de actividad enzimática, como ya se había mencionado la regulación de la 
expresión enzimática de este tipo de hongos, se ve fuertemente influenciada por el tipo y 
relación C/N que se encuentre en el medio. Para especies como Phanerochaete 
chrysosporium y Pycnoporus sanguineus se ha evidenciado que el exceso de nitrógeno  
en el medio suprime la deslignificación,  por ende la expresión del complejo enzimático 
ligninolítico (Pointing 2000).  
 
Opuesto a este comportamiento, especies como Lentinula edodes y Pleurotus ostreatus  
han mostrado que en medios en los que el nitrógeno se encuentra en una mayor 
proporción respecto al carbono las actividades enzimáticas se ven favorecidas, es el 
caso de Buswell y colaboradores 1995, quienes encontraron que en medios de cultivo en 
los que la fuente de nitrógeno (mezcla asparagina y cloruro de amonio) era  igual a 
26mM de nitrógeno, la actividad lacasa fue cinco veces mayor que en los medios en los 
que la concentración de nitrógeno era diez veces menor 2.6mM (Buswell et al. 1995). 
Varios estudios revelan que  relaciones C/N por debajo de 20:1 han favorecido los 
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procesos de expresión enzimática (Tlecuitl-Beristain et al. 2008; Prasad et al. 2005; 









































Figura 2-6. Efectos principales de las variables (relación C/N, pH y tiempo) sobre la actividad 
enzimática de lacasa, usando como fuente de nitrógeno Peptona 
 
Respecto al efecto del pH, cabe anotar que los niveles evaluados correspondieron al 
ajuste de pH anterior, al proceso de esterilización, por lo que se consideran como valores 
iniciales de pH. Los valores de pH de 4.5 en cada una de las relaciones C/N y durante los 
quince  días de incubación mostraron los niveles más bajos de actividad enzimática, 
seguido de pH 6.0 y pH 7.5. 
 
Conforme las figuras 2-3 y 2-6, el aumento en el pH inicial mejora el desempeño de la 
cepa respecto a la expresión enzimática, sin importar el tipo de fuente de nitrógeno, esto 
podría sugerir que los procesos de asimilación del nitrógeno y la expresión enzimática se 
ven favorecidos a estos valores de pH. La mayoría de trabajos con P.ostreatus se 
realizan a pH 5.0 -6.0. Prasad et al, 2005 en su trabajo para la optimización de lacasas 
por cepas de P.ostreatus encontró como valores de pH óptimos para la expresión 
enzimática, entre 5.0 – 5.5, sin embargo varios  estudios con esta misma especie han 
trabajado valores de pH 6.5 (Vasconcelos et al. 2000; Levin et al. 2010; Carabajal et al. 
2012) (Prasad et al. 2005). 
 
Puesto que se asocia la producción de enzimas ligninolíticas a la idiofase o como 
metabolitos secundarios, los tiempos de expresión enzimática pueden superar  los cinco 
días de incubación, aún así, esto estará  influenciado por el tipo de cultivo, la cepa, la 
propagación del microorganismo entre otros (Quevedo-Hidalgo et al. 2012). Las 
fermentaciones líquidas sumergidas suelen presentar tiempos menores de expresión 
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enzimática y generación de otros metabolitos secundarios de interés para este tipo de 
hongos (Téllez-Téllez et al. 2008). Los estudios citados a lo largo de este capítulo 
contemplan tiempos de hasta treinta días de seguimiento para las actividades lacasa y 
MnP y se han concentrado entre los siete y veintiún días (Buswell et al. 1995; Prasad et 
al. 2005; Elisashvili et al. 2006; Carabajal et al. 2012). 
 
Sin embargo, pese a que el titulo de mayor actividad  lacasa se presentó a los nueve días 
de incubación, el análisis estadístico de efectos principales (Fig 2-6) muestra que 
pasados los seis días el efecto es negativo sobre la producción enzimática. Por lo 
anterior se realizo un análisis ANOVA acoplado a una prueba Tukey de los datos 
experimentales (Fig 2-7). 


































Figura 2-7 Prueba de múltiples rangos para Actividad de Lacasa por tiempo 
Fuente de nitrógeno Peptona relación C:N=10. 
 
La prueba de diferencia honestamente significativa (HSD) Tukey, permite observar las 
diferencias significativas entre cada par de medias, con un nivel del 95% de confianza. 
Como se observa en la figura 2-7, entre la pareja tiempo 6 y 9 no se hallaron diferencias  
significativas (Anexo F),  por lo que para la segunda fase experimental se decide tener 
tiempos de muestreo más cortos. 
 
Finalmente, la tabla 2-2 resume las condiciones experimentales por cada una de las 
fuentes de nitrógeno evaluadas, en las que se hallaron los mayores niveles de actividad  









Tabla 2-2. Actividades Enzimáticas en fermentación sumergida de P.maximum por P.ostreatus 
 
Enzima Fuente de nitrógeno t (día) pH C/N Actividad (U  L
-1
) 
Lacasas Carbonato de amonio 12 7.5 10 329.35 ±  8.41 
MnP Carbonato de amonio - - - N.D. 
Lacasas Sulfato de amonio 9 7.5 30 1277.02 ±  90.21 
MnP Sulfato de amonio 12 7.5 30 192.65 ±  11.43 
Lacasas Peptona 9 7.5 10 4450.70 ±  341.35 
MnP Peptona 12 7.5 10 528.20 ±  77.34 
1. Todos los ensayos se realizaron con  un inóculo de 5.16 g/L (base seca) 
2. N.D.: No detectado 
 
En cuanto a la actividad MnP, se encontró que los mayores niveles fueron después del 
noveno día de incubación, teniendo como fuentes de nitrógeno sulfato de amonio (192.65 
U/L) y peptona (528.20 U/L). En el caso de lacasas tiempos de incubación de nueve días 
describieron las actividades más altas con sulfato de amonio (1277.02 U/L) y peptona 
(4450.70 U/L); valores considerables, si se compara con otras investigaciones de 
fermentación sumergida por parte de P.ostreatus teniendo como fuente de carbono  
sustratos lignocelúlosicos a concentraciones similares a las de este estudio (P.maximum 
5%p/v) como por ejemplo: 
 
Mikiashvili, et al. 2006 comparó la producción de ligninasas con tiempos de incubación de 
ocho días, por parte de dos cepas de P.ostreatus frente a diferentes fuentes de carbono, 
en las que se incluía dos sustratos lignocelulósicos (aserrín de uva y cáscaras de 
mandarina) para los cuales la actividad de MnP  fue cinco veces mayor  (18.6 U/L) 
comparada con el uso de azúcares simples (3.6 U/L), el mismo efecto se dio para la 
actividad lacasa, en medios con cáscaras de mandarina fue de 2375 U/L, mientras que 
para medios con glucosa la actividad fue de 58 U/L 
  
Staji´c, et al 2006 halló actividades lacasa y MnP de 396.6 U/L y 37.2 U/L 
respectivamente, utilizando peptona como fuente de nitrógeno y aserrín de uva (4% p/v) 
como fuente de carbono por parte de la cepa P.ostreatus 493, al cabo de diez días de 
incubación. 




Eisashvili, et al 2008, evaluó hojas de árbol y cáscaras de mandarina como sustratos 
lignocelulósicos, siendo este último el que describió los títulos enzimáticos más altos al 
cabo de siete días, 480 U/L lacasas y 40 U/L MnP en una fermentación sumergida por 
P.ostreatus IBB8. Este mismo grupo de investigadores en otro estudio determinó que 
para la cepa P.ostreatus IBB903 en un tiempo de incubación de 10 días utilizando 
nuevamente cáscaras de mandarina, la mayor actividad enzimática lacasa fue igual a 
5316 U/L y MnP 90 U/L. 
 
Quevedo et al  2012 en su estudio para la degradación de residuos de floricultura 
(Crisantemo) por P.ostreatus determinó la actividad enzimática de lacasas y MnP, 
hallando títulos de 1339.4 U/L  y 382.6 U/L respectivamente, a escala Erlenmeyer. 
Rangel 2012, quien también describió la producción de enzimas ligninolíticas a partir de 
P.maximum por P.ostreatus  resaltó para lacasas una actividad igual a 1553,7 U/L 
después de 230 horas de incubación. 
 
Los resultados de esta primera fase experimental, demuestran que el uso de P.maximum 
como sustrato, bajo las condiciones nutricionales estudiadas (peptona C:N=10 pH=7.5), 
potencializa la producción enzimática de lacasas y MnP por parte de P.ostreatus. Esto 
confirma los prometedores usos que puede tener este tipo de biomasas para el desarrollo 




Para las condiciones experimentales evaluadas durante esta etapa de la investigación, 
se estimuló en gran medida la producción enzimática de lacasas y MnP, frente al uso de 
una fuente orgánica de nitrógeno (peptona), sin embargo depende de la interacción del 
pH inicial y la relación C/N.  
 
Las condiciones en las que se hallaron los mayores títulos  de actividad enzimática, 
fueron: una relación C/N =10, 9 días de incubación  y un valor de pH inicial igual a 7.5, lo 
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que indica que una mayor proporción de nitrógeno frente a la de carbono, desencadena 
la expresión enzimática en un medio con la presencia de  P.maximum como sustrato 
lignocelúlosico y una baja concentración de glucosa (1g/l). 
 
Entre las fuentes inórganicas de nitrógeno evaluadas, el sulfato de amonio describió los 
mejores niveles de actividad enzimática, con títulos 2.5 veces mayores a los obtenidos 
con uso de carbonato de amonio. 
 
Valores de pH inicial igual a 7.5 favorecieron la actividad enzimática lacasa, en cada uno 
de los niveles de C/N evaluados para las tres fuentes de nitrógeno estimadas. 
 
Con base en lo anterior, para las siguientes fases experimentales, el medio Kirk 
modificado (5% p/v P.maximum)  se suplementó con peptona a una relación C/N=10 y un 




3. Evaluación del tamaño de inóculo en la 
producción de enzimas ligninolíticas 
3.1 Introducción 
Durante la caracterización de un bioproceso, con el fin de garantizar el rendimiento 
máximo del producto o metabolito de interés, una de las variables de estudio que pueden 
tener mayor importancia es el tamaño de inóculo o concentración de biomasa 
(Styogantseva 1989).  
 
El tamaño de inóculo juega un significante rol en la producción de enzimas por parte de 
basidiomicetes, un bajo nivel de inóculo podría representar fases de adaptación 
demasiado largas y un nivel en exceso podría ser causa de inhibición competitiva  (Patel, 
et al. 2009)  El estudio del tamaño de inóculo sobre la producción de enzimas u otros 
metabolitos para P.ostreatus a escala laboratorio, en su mayoría se ha realizado por 
relaciones planteadas como: número de discos (hongo crecido sobre agar) ó 
suspensiones de biomasa de ―pellets‖ homogenizados en molinos, por volumen de medio 
(Wu et al. 2003; Prasad et al. 2005). Dicha forma de inoculación podría representar una 
dificultad en el manejo de la biomasa, en cuanto a garantizar las cantidades de biomasa 
suficientes, y mitigar el riesgo de contaminación durante la homogenización, en un 
eventual proceso de escalado. 
 
Teniendo como base las razones anteriores,  uno de los objetivos de este capítulo fue la 
evaluación de la actividad enzimática en relación a  la concentración de biomasa de 
P.ostreatus, procurando una forma más adaptable para la implementación en procesos 
de mayor escala. 
 
Posterior a la selección del tamaño de inóculo con un mejor desempeño en términos de 
actividad  específica de lacasas, se caracterizó el extracto enzimático obtenido bajo tres 
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valores de pH inicial (4.5; 6.0; 7.5), en su contenido de proteína extracelular y la 
identificación de proteínas  por peso molecular a través de una electroforesis  en un gel 
de policrilamida (SDS-PAGE). 
 
 
3.2 Materiales y Métodos 
Conforme los resultados del capítulo anterior donde se establecieron la fuente y relación 
C/N además del pH inicial en las que se obtuvo una mayor actividad enzimática, se 
procedió a estudiar tres tamaños de inóculo diferentes. Se realizó el seguimiento de la 
expresión enzimática cada cuarenta y ocho horas durante doce días. Los resultados 
obtenidos corresponden a un triplicado por cada factor experimental. 
3.2.1  Inóculo 
La preparación del inóculo se realizó conforme al numeral 2.2.5. Para esta etapa se 
definieron tres tamaños de inóculo 3, 5 y 7 g biomasa en peso húmedo con su 
equivalente en peso seco. El contenido de humedad fue determinado llevando las 
muestras a estufa de secado a 60 ± 1°C, hasta obtener peso constante. 
 





 biomasa seca 
Concentración de biomasa 
(g/L)* 
1 3 ±  0.03 0.154 ±  0.0050 3.08 ±  0.100 
2 5 ±  0.07 0.258 ±  0.0124 5.16 ±  0.248 
3 7 ±  0.01 0.369 ±  0.0116 7.39 ±  0.232 
Contenido de humedad 94.82% ± 0.19. *Concentración en peso seco 
 
 
3.2.2 Fermentación líquida sumergida  
El medio de fermentación (50 mL) sobre el que se evaluaron los diferentes tamaños de 
inóculo correspondió a la siguiente composición. 
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Tabla 3-2. Medio de fermentación sumergida modificado (factores que maximizan la actividad 
enzimática). Fuente: Adaptado Medio Kirk modificado (Ramsay et al. 2005) 




Ácido succínico 2.34 
Tartrato de sodio 2.2 
Fosfato monoácido de potasio 0.2 
Sulfato de magnesio heptahidratado 0.05 
Cloruro de calcio dihidratado 0.01 
Sulfato de manganeso (II) monohidratado 0.076 
Sulfato de cobre (II) pentahidratado 0.004 
Panicum máximum (B.S) 50 
Peptona  15.18 
El pH= 7.5  fue ajustado antes del proceso de esterilización 
B.S: Base seca 
 
3.2.3 Determinación de actividad enzimática 
El tratamiento del extracto enzimático y la determinación de la actividad enzimática 
(Lacasa- MnP) de cada una de las muestras se realizó de la misma forma que se 
describe en el numeral 2.2.9. Como parámetro de evaluación del efecto del tamaño de 
inóculo sobre la actividad enzimática, se determinó también como variable de respuesta 
 definida como actividad enzimática por gramo de biomasa fúngica inicial seca por 
volumen de medio de reacción: 
 
 
3.2.4 Caracterización del extracto crudo enzimático. 
Para las condiciones del medio de fermentación sumergida y tamaño de inóculo que 
describieron la mayor actividad enzimática, se cuantificaron las proteínas extracelulares 
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 Determinación de proteínas extracelulares 
Para la cuantificación de proteínas  extracelulares se utilizó el método de Bradford, 
por medio del Kit para pruebas . La curva de calibración fue realizada con el estándar  
albumina de suero bovino (BSA), Anexo G. 
Las muestras analizadas fueron diluidas aplicando un factor 1/5 y leídas a 595 nm en 
un lector ELISA Bio Rad® 
 
 Electroforesis de proteínas en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 
Las muestras de extracto crudo fueron concentradas al vacío y por centrifugación  a 
40 °C y durante 6 horas (Speed vac Concentrator® SPD 111V ThermoScientific). La 
electroforesis de proteínas en gel de poliacrilamida se realizó siguiendo el protocolo 
establecido por Sambrock (Sambrock, J. Fritsch, E. Maniatis 1990), con un gel de 
apilamiento o ―stacking gel‖ al 5% (p/v) y un gel de separación o ―resolving gel‖ al 
12% (p/v). Los geles se corrieron a 100 V  durante una hora y treinta minutos. Se 
utilizó un marcador de peso molecular para las proteínas Prism Ultra Protein Ladder® 
(3.5 – 245 kDa). 
 
3.2.5 Análisis estadístico 
Con los resultados se generó un modelo cuadrático teniendo como variable de respuesta 
la actividad específica de lacasas (U g -1) bajo los siguientes factores: tiempo de 
fermentación y cantidad de inóculo inicial. El ajuste del modelo y otras valoraciones 
estadísticas se realizaron por un análisis de varianza multifactorial con el programa 
Statgraphics ® V.15.2. 
 
3.3 Resultados y Discusión 
3.3.1 Efecto del tamaño de inóculo 
Conforme la expresión enzimática de ligninasas, esta acoplada a la idiofase del 
microorganismo (Kirk & Farrell 1987), la inoculación de biomasas que se encuentren en 
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esta fase de crecimiento, ha sido la técnica más utilizada para procesos de fermentación 
sólida y líquida sumergida (Curvetto et al. 2002; Elisashvili et al. 2008).  
 
En el caso de investigaciones de fermentación líquida sumergida con sustratos 
lignocelulósicos, varios autores optan por realizar pre-inóculos o adaptaciones de la cepa 
al sustrato, previa a la inoculación del sistema objetivo (Quevedo-Hidalgo 2011; Rangel 
2012). Es importante aclarar que conocer la cantidad de biomasa real que será inoculada 
es difícil, debido a la adhesión entre el sustrato y la biomasa fúngica. En otros trabajos se  
genera una suspensión de biomasa licuando los pellets, y el tamaño del inóculo, se 
define por el volumen adicionado(Mikiashvili et al. 2006; Stajić et al. 2006). 
 
Wu  y colaboradores en 2003 probaron diferentes tamaños de inóculo de Pleurotus tuber-
regium en una fermentación líquida sumergida, encontrando que suspensiones de 
biomasa inicial o tamaños de inóculo entre 2 mL y 12 mL no tuvieron diferencias 
significativas respecto al rendimiento de biomasa producida durante la fermentación. (Wu 
et al. 2003) 
 
Teniendo en cuenta estas razones las cantidades de biomasa definidas como tamaño de 
inóculo se realizaron con pellets homogenizados, pero por un proceso de tamizado a 
través de una malla con tamaños de poro alrededor de 3 mm. La evaluación de los tres  
tamaños de inóculo (Tabla 3-1) se realizó sobre las mejores condiciones experimentales 
previamente establecidas en el capítulo 2 (tabla 3-2). 
 





























3.08 g/L 5.16 g/L 7.38 g/L
 
Figura 3-1. Perfil de Actividad Enzimática de Lacasas en el tiempo de fermentación sumergidacon 
diferentes concentraciones de biomasa. 
 
Conforme en la primera etapa experimental se manejaron concentraciones  de inóculo 
iguales a 5.16g/L base seca, se decidió a partir de este valor reducir y aumentar en un 
41.1% la porción de biomasa inoculada. Si el comportamiento de la actividad enzimática 
hubiese sido proporcional al de la biomasa, se esperaba para un tamaño de inóculo de 
3.08g /L (peso seco) una actividad enzimática de 2600 U/L aproximadamente, al noveno 
día de incubación basado en los resultados obtenidos en el capítulo anterior (Tabla 2-2). 
Sin embargo como se observa en la figura 3-1, para esta cantidad de biomasa en el 
octavo día se obtuvieron 3704.25 U/L, es decir una reducción de tan solo el 20.14%, 
respecto al valor de actividad más alto empleando la cantidad de biomasa de referencia 
(3.08g /L peso seco). 
 
Igualmente en la tabla 3-3, que resume las actividades enzimáticas máximas halladas 
durante el estudio, se observa que el nivel más alto de actividad lacasa  (5050.58 U/L) 
fue obtenido al cuarto día de incubación por el mayor tamaño de inóculo (7.38g /L peso 
seco). No obstante, en este caso se esperaba una actividad de 6200 U/L, considerando 
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que el aumento en la actividad fuera proporcional al incremento en la cantidad de 
biomasa.  
 
Tabla 3-3. Actividades enzimáticas máximas para diferentes tamaños de inóculo 
Lacasas 3.08 8 3704.45 ±  85.41
MnP 3.08 12 458.14 ±  34.79
Lacasas 5.16 8 4621.22 ±  170.23
MnP 5.16 10 681.20 ±  49.06
Lacasas 7.38 4 5050.38 ±  245.10
MnP 7.38 10 891.70 ±  43.90
*BS (Base seca)








Al igual que la actividad lacasa, los niveles de MnP se vieron favorecidos por el aumento 
en el tamaño de inóculo. Para todos los casos el valor máximo de actividad se alcanzó 
después del octavo día de incubación. 
 
Con el objeto de realizar un mejor análisis del efecto de  la cantidad de biomasa utilizada 
sobre la expresión de lacasas, se valoró la tendencia de los perfiles en términos de 
actividad enzimática por gramo de biomasa inicial por litro de medio (Figura 3-2).  
 
Utilizando este parámetro se observó que para la menor concentración de inóculo (3.08 
g/L), se logró la mayor actividad enzimática por gramo de biomasa fúngica (1202.74 U/g) 
al octavo día de fermentación. Contrario a esto, cuando se empleó un inóculo 7.38g/L, la 
mayor actividad enzimática por gramo de biomasa fúngica fue de 684.33 U/g,  al cuarto 
día de incubación. Por lo anterior, se evidenció que emplear mayor cantidad de biomasa, 
no necesariamente resulta en un aumento en la actividad enzimática por gramo de 
biomasa seca inicial. 
 


















































3.08 g/L 5.16 g/L 7.38 g/L
 
Figura 3-2. Perfil de Actividad Enzimática de Lacasas por cantidad de biomasa inicial en el tiempo, 
para diferentes concentraciones de biomasa 
 
Pocos estudios reportan la relación de actividad enzimática por gramos iníciales de 
biomasa fúngica, pese a que estos valores pueden otorgar información valiosa en pro de 
realizar eventualmente el proceso a mayores escalas, teniendo en cuenta que los 
periodos de propagación de la biomasa pueden tardar más de una semana, y las escalas 
a las que esta sea producida también afectarán la morfología del pellet y a su vez el 
desempeño metabólico (Styogantseva 1989). 
 
 















































Superficie de Respuesta Estimada





























Figura 3-3. Superficie de respuesta de la Actividad Enzimática de Lacasas respecto a la cantidad de 
biomasa inicial y tiempo. 
 
 
A partir de los datos experimentales, se aplicó un modelo de segundo orden con la 
siguiente ecuación: 
 
Actividad Lacasas por Cantidad de Biomasa Seca = 539.296 - 59.6196*Peso Biomasa 
Seca (g) + 204.007*tiempo (días) + 2.84209*Peso Biomasa Seca^2 - 8.17715*Peso 
Biomasa Seca*tiempo - 11.2108*tiempo^2 
 
El estadístico R2  ajustado indica que el modelo explica el 92.26 % de la variabilidad de la 
actividad  enzimática de lacasas por gramo de biomasa fúngica inicial. La figura 3-3 
presenta el efecto de la concentración de biomasa inicial y el tiempo sobre esta variable 
de respuesta, encontrándose los niveles máximos a la menor concentración de biomasa, 
y alrededor del octavo día. La significancia de cada uno de estos factores en el modelo 
ajustado se puede observar en la figura 3-4. 
 




Figura 3-4. Diagrama de Pareto para Actividad de lacasas por cantidad de biomasa 
 
De acuerdo al análisis de varianza (anexo H), el peso de la biomasa inicial y el tiempo 
son significativos con un valor p menor a 0.05. Teniendo en cuenta los anteriores 
resultados, se seleccionó como el mejor tamaño de inóculo, 3.08 g de peso seco para un 
volumen de reacción igual a 1L. 
 
 Un estudio similar en el que se variaron como tamaño de inóculo de 1 a 8 discos de 
agar, determinó que 5 discos era el inóculo que presentaba el mayor nivel de actividad 
lacasa en una fermentación en estado sólido (2700 U/g de sustrato seco) con  
P.ostreatus HP-1, sin embargo el incremento en el tamaño de inóculo por encima de 5 
discos agar, representó un decrecimiento en la actividad lacasa por un rápido 
agotamiento de los nutrientes, resultando en una baja actividad enzimática (Patel, H.et al. 
2009).  
 
Así mismo a escalas mayores del proceso, una mayor carga de biomasa, representaría 
un aumento en la densidad del medio, influyendo negativamente en la transferencia de 
masa. 
 
3.3.2 Caracterización del extracto crudo. 
Posterior a determinar el tamaño de inóculo con mayor eficiencia, se caracterizó el 
extracto crudo obtenido con esta cantidad de biomasa inicial en su contenido de proteína 
extracelular y por supuesto su actividad enzimática. 
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Para esta fase experimental, la caracterización no solo se realizó sobre un medio de 
fermentación con pH 7.5, sino que también se efectuó con los pH 4.5 y 6.0, con el fin de 
observar la variación en el contenido de proteína con cada uno de ellos, al cabo de ocho 
días de incubación conforme los resultados de los perfiles de actividad enzimática (Figura 
3-2). 
 




La tabla 3-4 muestra las actividades enzimáticas y la concentración de proteína 
extracelular hallada a los ocho días de incubación, se evidencia que conforme los 
resultados expuestos en el capítulo 2, el valor de pH con mayor actividad enzimática 
también refiere a un mayor contenido de proteína extracelular (pH 7.5). 
 
Una concentración de proteína extracelular de 646.04 µg/mL hallada con un pH de 7.5, 
se considera un valor considerable, comparado con los reportados por Quevedo et al. 
2012, quienes también bajo una fermentación líquida sumergida de sustratos 
lignocelúlosicos, determinaron  una concentración de proteína igual a 230.3 µg/mL, 
correspondiente a una actividad enzimática lacasa y MnP de 1339.4 U/L y 382.6 U/L 
respectivamente, pero inoculando 2.5 g en base seca de biomasa fúngica por cada 50 
mL de medio. 
 
Teniendo en cuenta el tamaño de inóculo manejado por parte de este grupo de 
investigadores, se podría sugerir que las condiciones nutricionales y de pH evaluadas y 
seleccionadas en esta investigación, estimulan la producción de enzimas por una 
cantidad de biomasa muy baja (0.154 g peso seco/ 50 mL de medio). 
 
 




Caracterización por peso molecular de proteínas presentes en el extracto crudo 
Continuando con la caracterización del extracto crudo, se identificó a través de una 
electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) las proteínas con un peso molecular 
cercano a los 60 kDa, peso reportado por investigaciones en las que se han purificado 
lacasas producidas por la especie P.ostreatus(Tinoco & Pickard 2001; Téllez-Téllez et al. 
2008; Palmieri et al. 2003). 
 
Muestras de los extractos crudos obtenidos y evaluados en el numeral 3.3.2 fueron 
concentrados, previo al proceso de electroforesis. 
 
 
Figura 3-5. Caracterización por peso molecular de proteína de extracto crudo por SDS-PAGE 
Identificación de carriles: (1) Marcador de peso molecular (25 kDa – 240kDa), (2) Control, (3) 48h de 
incubación pH 7.5, (4) pH 4.5 (192h), (5) pH 6.0 (192h), (6) pH 7.5 (192h) 
 
 
La figura 3-5 corresponde al  gel de electroforesis para las distintas muestras analizadas. 
Dado que el medio de cultivo contaba con una alta concentración de peptona, se decidió 
correr una muestra del medio para ser establecido como control (carril 2), igualmente 
para observar la diferencia entre un tiempo de incubación menor a ocho días, se tomó 
una muestra del extracto a pH 7.5 al cabo de 48 horas (carril 3). 
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Como se observa, alrededor de los 63kDa existe una banda para los carriles del 4 al 6, 
estando esta última con mayor intensidad, conforme a los resultados de actividad lacasa 
y concentración de proteína extracelular. Palmieri et al. 2003 purificaron cultivos de 
P.ostreatus suplementados con cobre, con el fin de observar la sobreexpresión de 
lacasas, hallando fracciones de proteína con un peso molecular igual a 67 kDa.  
 
La banda que se observa alrededor de 48 kDa podría corresponder a la presencia de 
MnP, basado en los resultados de Buswell et al,  quienes purificaron MnP de extractos 
enzimáticos de Pycnoporus sanguineus, otro género perteneciente al grupo de hongos 
de la podredumbre blanca  (Buswell et al. 1995). 
 
Igualmente se evidencian otra serie de bandas entre los 100 kDa y 63 kDa, pero no tan 
definidas como la banda que se presume corresponde a lacasas, una situación similar 
fue reportada por Pointing et al. 2000, quienes durante la caracterización de extractos 
enzimáticos de P.sanguineus obtenidos en medios definidos y medios con fibras de 
madera, evidenciaron un mayor número de bandas en las muestras obtenidas a partir de 
estos últimos medios de cultivo. Esto podría corresponder a la presencia de otro tipo de 
enzimas necesarias para la degradación del sustrato lignocelulósico, tales como endo y 




Para las condiciones experimentales evaluadas la mayor actividad enzimática  lacasas 
referida a los gramos de biomasa fúngica inicial, se obtuvo al octavo día de incubación 
con un tamaño de inóculo de 3.08g/L. 
 
Se evidenció que emplear una mayor cantidad de biomasa, no necesariamente resulta en 
un aumento en la actividad enzimática por gramo de biomasa inicial. 
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Se seleccionó el  tamaño de inóculo igual a 3.08 g/L , como la porción de biomasa más 
eficiente por los valores de actividad de lacasa (1202.74 U/g) y las  ventajas que ofrece 
en un eventual proceso de escalado. 
 
Las concentraciones de proteína extracelular para medios de fermentación con un pH 
inicial de 7.5 correspondieron con la tendencia de actividad enzimática lacasas, expuesta 
durante las fases de experimentación previas. 
 
La caracterización del extracto enzimático por un gel de electroforesis de proteínas, 
permitió evidenciar bandas definidas  alrededor de 60 kDa, peso molecular reportado 
para lacasas provenientes de hongos de la podredumbre blanca, sin embargo se 
observan otro tipo de bandas no definidas de otros pesos moleculares que no se podría 





4. Efecto de la aireación y agitación mecánica 
para la producción de enzimas ligninolíticas 
en reactor 
4.1 Introducción 
Un sistema efieciente de producción de cantidades suficientes de enzimas lacasas y 
peroxidasas, requiere que previo al proceso de escalado se realicen estudios 
exploratorios sobre la respuesta de la cepa ante condiciones diferentes a las exhibidas 
en un matraz, tales como la agitación, aireación, control de pH y otros. 
 
Niveles suficientes de oxígeno en el medio radican en varios efectos sobre el 
comportamiento metabólico de la cepa, dentro de estos se encuentra un incremento en la 
actividad del sistema ligninolítico debido también al aumento de las concentraciones de 
peróxido de hidrógeno necesario para enzimas como lignina peroxidasa y manganeso 
peroxidasa (Kirk & Farrell 1987). En el caso de la agitación esta es utilizada para la 
homogenización y el incremento de los procesos de transferencia de masa, no obstante 
en el caso de una fermentación líquida sumergida con pellets, tiene otras implicaciones 
precisamente sobre la morfología de estos y por ende sobre el desempeño del 
microorganismo (Styogantseva 1989). 
 
Teniendo en cuenta las anteriores razones, se decidió realizar un estudio exploratorio de 
factores como la aireación y la agitación en un tanque agitado. Las condiciones 
nutricionales, de pH y tamaño de inóculo sobre las que se efectuó este estudio, 
corresponden a las mejores condiciones experimentales establecidas en los anteriores 
capítulos. 
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Adicionalmente, se realizó la caracterización física y química de la fracción sólida de 
P.maximum del medio de fermentación sumergida, obtenidas a escala Erlenmeyer y 
escala reactor, con el objeto de determinar la acción del complejo enzimático sobre el 
sustrato a cada una de estas escalas.  
 
4.2 Metodología 
4.2.1 Obtención de enzimas ligninolíticas a partir de P.maximum 
por P.ostreatus  a nivel biorreactor 
Seleccionada la porción de inóculo (Cap 3) y las condiciones del medio de fermentación 
líquida sumergida, donde se describieron los mayores títulos de actividad enzimática a 
escala laboratorio (Cap 2 Tabla 2-2), se aplicaron estas condiciones a un volumen de 
reacción de 1.7 L en un reactor de vidrio enchaquetado con  capacidad de 3 L. 
 
El proceso de agitación se realizó con un agitador tipo Rushton de cuatro álabes a 90°, 
un difusor de aire tipo flauta con 12 agujeros  y una  temperatura de 30°C. 
 
Se adicionó al reactor un volumen de 1.45 L de medio (Tabla 3-2) y se esterilizó por 40 
minutos a 121°C y se inoculó una vez la temperatura alcanzó los 28°C. 
 
Para el estudio exploratorio se evaluaron tres niveles de aireación (1.0, 1.5, 2.0 vvm) y 




La inoculación del reactor se realizó con un cultivo previo de P.ostreatus, en 250 mL de 
medio (Tabla 3-2) incubado durante 16 horas en agitación orbital (150 rpm), a 30 ±2°C, la 
cantidad de ―pellets‖ adicionada correspondió a  102 g de biomasa húmeda con su 
equivalente en peso seco igual a 5.236 g de biomasa fúngica. La obtención de la 
biomasa (―pellets‖) fue conforme el numeral 2.2.5. 
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La adición del inóculo al reactor, completó un volumen efectivo de trabajo de 1.7 L a 
razón de 3,08 g/L de biomasa seca de P.ostreatus. 
 
4.2.3 Determinación de actividades enzimáticas 
El tratamiento del extracto enzimático y la determinación de la actividad enzimática de 
cada una de las muestras se realizaron de la misma forma que se describe en el numeral 
2.2.9.  
 
4.2.4 Análisis estadístico 
El diseño  experimental para la evaluación de los factores fue un diseño factorial 32, se 
realizaron duplicados para las condiciones que describieron los títulos más altos de 
actividad lacasa. Las valoraciones estadísticas se hicieron por un análisis de varianza 
multifactorial (ANOVA) por el programa Statgraphics ® V.15.2.  
 
4.2.5 Caracterización de la fracción sólida posterior al proceso de 
obtención del extracto enzimático. 
Posterior a los procesos de producción enzimática bajo las mejores condiciones 
experimentales tanto a nivel Erlenmeyer como a nivel biorreactor, la fracción sólida de la 
fermentación líquida sumergida correspondiente a P.maximum fue analizada en el 
contenido de carbohidratos estructurales y su estructura morfológica por microscopia 
electrónica de barrido. 
 
 Determinación de carbohidratos estructurales 
La fracción sólida de la fermentación fue recuperada y filtrada, a través de un colador, 
luego fue llevada secado a 60°C durante 48 horas. Las muestras fueron 
caracterizadas  en su composición de lignina, hemicelulosa y celulosa, por análisis de 
Fibra  Detergente Neutro (FDN), realizados por el Laboratorio de Nutrición Animal de 
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia – UNAL. 




 Microscopia electrónica de barrido 
Las características morfólogicas de P.maximum en condiciones iniciales (control) y 
posteriores al proceso de fermentación líquida sumergida, se analizaron con un 
microscopio electrónico FEI Quanta 200 con filamento de tungsteno. Este análisis fue 
realizado por el Laboratorio de Microscopía Electrónica de Barrido, de la Unidad de 
Equipos Interfacultades (CEIF) de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogotá. 
 
4.3 Resultados y Análisis 
A partir de los resultados obtenidos por el diseño experimental se ajustó un modelo 
cuadrático con un coeficiente de correlación igual a 97.68 %, cuya representación gráfica 
se muestra en la figura 4-1. La interacción de los factores bajo este modelo se refleja en 
la figura 4-2, observando que una mayor agitación y aireación resultan en un aumento en 
la actividad enzimática calculada por medio de la ecuación ajustada (Anexo I). Por otro 
lado, el análisis ANOVA de cada uno de los factores indica un efecto positivo de la 
agitación y aireación en el modelo, obteniéndose un valor p menor a 0.05 en ambos 

























Superficie de Respuesta Estimada

























Figura 4-1. Superficie de respuesta de la evaluación del efecto de la agitación (100; 150; 200 rpm) y 
aireación (1; 1.5; 2 vvm). 
 







































Figura 4-2. Efectos principales de los factores agitación y aireación sobre actividad lacasas. 
 
Igualmente, con los resultados experimentales en reactor se realizaron los perfiles de 
actividad lacasa en función del tiempo como se presenta en la Figura 4-3. En esta se 
observa que la mejor condición evaluada fue proporcionando aire a 2 vvm con los dos  
niveles de agitación más altos (150 y 200 rpm). Estos experimentos se realizaron por 
duplicado después de analizar los resultados obtenidos en los ensayos del diseño 
experimental como se presenta en la tabla 4-1. 
 



















1 100 1 6 853.24 - - 
2 150 1 6 1202.20 - - 
3 200 1 8 1380.54 - - 
4 100 1.5 6 1176.51 - - 
5 150 1.5 8 1201.54 - - 
6 200 1.5 8 1543.74 10 87.62 
7 100 2 6 1967.23 10 85.34 
8 150 2 8 2114.13 ±  89.30 10 124.72 ±  18.98 
9 200 2 8 2418.85 ±  64.27 10 167.33 ±  13.09 
 
En la tabla 4-1 se observa que en todos los casos evaluados,  el aumento en la aireación 
hasta 2vvm tiene un incremento superior al 56% en la actividad enzimática para los tres 
niveles de agitación evaluados en el reactor. Esto podría estar relacionado con lo 
expuesto por varios autores, que reportan que concentraciones suficientes de oxigeno en 
el medio resultan en el incremento de la actividad enzimática, además de otras 
implicaciones sobre la morfología del microorganismo (Kirk & Farrell 1987; Ha et al. 
2001). 


































100 rpm 150 rpm 200 rpm
 
Figura 4-3. Actividad enzimática a diferentes niveles de agitación con una aireación de 2vvm. El 
tiempo hace referencia a días de incubación o fermentación sumergida 
 
En la figura 4-3 se evidencian también los tiempos en los que se obtuvieron los máximos 
valores de actividad lacasas, siendo este de 6 días para el caso de 100 rpm y 8 días con 
150 y 200 rpm de agitación. A partir de este día, se puede apreciar una disminución en la 
actividad. Este comportamiento en la  producción de enzima a diferentes escalas, se 
debe posiblemente a la producción de proteasas, pérdida de estabilidad y 
desnaturalización enzimática (Couto & Toca-Herrera 2007; Xiong et al. 2008) 
 
Con el fin de establecer las diferencias significativas entre cada uno de los niveles de los 
factores evaluados se realizó un Anova acoplado a una prueba Tukey (Fig 4-4)  
 

































































Figura 4-4. Prueba de Tukey sobre niveles de aireación y agitación al cabo de 8 días de incubación 
 
Como se observa y a partir del análisis Anova (Anexo J) no se presentaron diferencias 
significativas entre los tres niveles de agitación, por tanto se explica una mayor incidencia 
de la aireación sobre la producción de enzimas. 
 
La producción de enzimas en cultivo sumergido por hongos de la podredumbre blanca, 
puede verse seriamente afectada por los cambios morfológicos que puedan sufrir los 
pellets. La agitación y la aireación inciden directamente sobre este tipo de cambios en la 
biomasa fúngica y así mismo sobre la reología y otros fenómenos de transferencia dentro 
del reactor (Treskatis et al. 1997) 
 
Al realizar un análisis comparativo con los resultados obtenidos a nivel matraz (véase 
capítulo 2), los cuales fueron: actividad lacasa de 4550,74 + 154,96 U/L, se puede 
apreciar un descenso del 50% en la actividad lacasas a escala reactor. Este descenso, 
bastante significativo, se  puede deber  a los factores de estrés a los que fue sometida la 
cepa. 
 
Resultados similares a los hallados por esta investigación, reportaron Hess et al. 2002, 
quienes con la cepa Trametes multicolor lograron una máxima actividad lacasa de 85 
U/mL a escala Erlenmeyer, pero al llevar las mismas condiciones a un volumen de 15 L 
en un tanque agitado la actividad lacasa fue de tan solo 8 U/mL. Este efecto negativo se 
atribuye a daños en el micelio ocasionado por el esfuerzo cortante otorgado por los 
agitadores, y un cambio en los tamaños de pellet respecto a los encontrados a nivel 
matraz. 
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En el caso de esta investigación, pese a que no se realizaron mediciones continúas de la 
densidad del medio de cultivo, si fue evidente el aumento de la viscosidad con el tiempo, 
acompañado de un aumento en la cantidad de biomasa fúngica. Estas observaciones 
fueron de carácter cualitativo y en los casos en los que la aireación era menor a 2 vvm. 
 
Esta tendencia está de acuerdo a lo reportado en la literatura y que se ha convertido en 
parte de las limitantes del escalado de procesos de fermentación líquida sumergida con 
hongos de la podredumbre blanca (Rodríguez Couto & Toca Herrera 2006). 
 
El tamaño y la morfología del pellet inciden directamente sobre la productividad de los 
metabolitos secundarios, dado que la densidad del pellet y su edad, determinarán la 
transferencia de oxígeno y sustrato dentro de él, afectando su actividad metabólica 
(Styogantseva 1989).  
 
La agitación y la aireación, como el tipo de turbina utilizada durante la fermentación 
afectan el diámetro y estructura de los pellets, Márquez  et al, 1999 probaron diferentes 
niveles de agitación y aireación como también tres tipos de turbina, dentro de sus 
hallazgos se encuentra que a una mayor aireación el tamaño del pellet disminuye 
contrario a la tasa de consumo de glucosa y la producción de biomasa, así mismo una 
mayor agitación además de disminuir el tamaño del pellet, también afectó negativamente 
la tasa de crecimiento. (Márquez-Rocha & Guillén 1999).  
 
Conforme a esta última observación se encuentra que la tensión cortante próxima a los 
agitadores puede ocasionar daños severos en las hifas, no obstante cabe enunciar que la 
fragmentación de la biomasa  se hace necesaria para promover el crecimiento de nuevos 
pellets, pero a su vez un mayor número de estos desencadenará cambios en la reología 
del medio y limitaciones en los fenómenos de transferencia de masa. 
 
Teniendo en cuenta lo anterior y conforme a los resultados obtenidos durante esta 
investigación, en el caso de la producción de enzimas ligninolíticas se debe encontrar un 
punto medio o equilibrio entre las variables de agitación y aireación, pues un exceso en el 
favorecimiento del crecimiento de la biomasa, radica en una menor transferencia de 
oxigeno y sustrato, pese a que pellets más pequeños favorecen la producción de 
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enzimas (Ha et al. 2001), también otra limitante se encuentra y es la obstrucción de los 
conductos de alimentación de los nutrientes (Rodríguez Couto & Toca Herrera 2006). 
Para este caso especifico el tamaño de partícula de P.maximum y los pellets 
representaron taponamiento de los agujeros del difusor, por lo que se presume la 
aireación por debajo de 2 vvm, pudo no haber sido constante en el sistema.  
 
4.3.1 Caracterización de la fracción sólida posterior al proceso de 
obtención del extracto enzimático 
La caracterización fisicoquímica de Panicum maximum en cuanto a carbohidratos 
estructurales y lignina, antes (Capítulo 2, numeral 2.3.2) y después del período de 
incubación de 10 días, se muestra en la Tabla 4-2. Como se puede observar los 
porcentajes de FDN, celulosa y hemicelulosa aumentaron en el caso de la fermentación 
líquida sumergida en  reactor en un 17.3 y 5.3 % (para celulosa y hemicelulosa) 
respectivamente, mientras en las muestras corridas a nivel matraz el aumento se vio 
reflejado en 1.1% para el contenido de celulosa y 4.4% para hemicelulosa en 
comparación con la composición del sustrato inicial. 
 
Con el fin de evaluar el efecto de la actividad enzimática ligninolítica sobre el sustrato, se 




 El porcentaje de lignina biodegradada en matraz (34 %) fue mayor que en reactor 
(26.5%), lo cual corresponde  con un titulo de actividad enzimática lacasa casi dos veces 
mayor en matraz comparado con lo obtenido en reactor. Igualmente la disminución de los 
contenidos de celulosa y hemicelulosa entre matraz y reactor podrían sugerir la 
producción de celulasas y xilanasas por ende una mayor utilización de estos sustratos 








Tabla 4-2 . Caracterización química de P.maximum posterior al proceso de fermentación sumergida 






75.1 44.6 38.7 30.7 10.88 4.1
87.3 51.0 43.0 36.3 8.0 - 26.5
82.0 46.9 39.8 35.1 7.1 - 34.7






El efecto del proceso de obtención de enzimas a partir del sustrato lignocelulósico, 
representa un mejoramiento en la digestibilidad de la gramínea además de la obtención 
del complejo enzimático, dos ventajas competitivas en el caso de valorar cada una de las 
corrientes de este proceso. 
 
Caracterización morfológica de P.maximum  
Las caracteristicas morfólogicas de P.maximum antes y después de los procesos de 
fermentación líquida sumergida a escala matraz y reactor, se observan en la figura 4.5 
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Figura 4-5. Microscopia electrónica de barrido de Panicum maximum. 
a) Imagen control (antes de fermentación, ampliación 500 µm); b) Antes de fermentación (ampliación 400 
µm); c) y d) Posterior a 10 días de fermentación en Erlenmeyer 50 mL (ampliación 500 µm); e) y f) Después 
de 10 días de fermentación en Reactor 1.7 L (ampliación 500 µm). 
 
Las características morfológicas de P.maximum antes del proceso permite observar una 
superficie rugosa y compacta, en la que no son visibles los surcos o láminas de celulosa,  en el 
caso de las figuras c) - f) es posible observar las consecuencias del ataque enzimático, como 
el  incremento en la porosidad del sustrato y la exposición de las láminas de celulosa. 
 




Figura 4-6. Microscopia electrónica de barrido de la interacción de la biomasa fúngica con P.maximum 
a) Textura de pellet (ampliación 200 µm); b) Morfología  de  los pellets a escala Erlenmeyer; c) Morfología de los 
pellets a escala reactor; d) y e) Interacción de la  biomasa fúngica con P.maximum. 
 
En la figura 4-6 se puede observar la interacción de la biomasa fúngica con la biomasa 
de P.maximum, en las secciones c y d es posible ver la adhesión de las particulas de 
pasto a la superficie de los pellets, lo que garantiza la acción de las enzimas 
extracelulares sobre la estructura de P.maximum.  Así mismo como se resaltó en 
secciones anteriores, la morfologia del pellet puede variar según las condiciones de 
Capítulo 4 61 
 
aireación y agitación. En la sección c) se observa un pellet alargado respecto a los pellets 
observado en la figura b); sin embargo estudios de mayor profundidad se requieren para 




Las fermentaciones líquidas sumergidas llevadas a cabo a escala matraz tuvieron una 
actividad lacasa mayor en un 46%,  comparado con los procesos realizados en un 
volumen de 1.7L en reactor agitado. 
 
La actividad enzimática se vio favorecida por un aumento en la aireación y la agitación 
del sistema. 
 
El efecto de la aireación y la agitación fueron estadísticamente significativos sobre la 
producción de lacasas. 
 
Los mayores títulos de actividad lacasa se encontraron bajo el mayor nivel de aireación 
que correspondió a 2 vvm. 
 
La actividad enzimática lacasa y MnP más alta durante esta fase experimental 
correspondió a 2418.85 U/L  y 167.33 U/L respectivamente, en los niveles más altos de 
aireación y agitación (2 vvm y 200 rpm) 
 
El proceso de fermentación líquida sumergida con P.ostreatus , representó un aumento 





4.3.3  Ingeniería Conceptual del proceso de obtención del 
extracto enzimático a partir de P.maximum 
 
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en cada fase experimental durante esta 
investigación, específicamente donde las variables de estudio propendieron los mayores 
títulos enzimáticos dentro del extracto, se realizó un acercamiento preliminar en términos 
de ingeniería conceptual, con el fin de consolidar cada etapa experimental dentro de un 
diagrama de proceso. 
 
En la figura 4-7 se encuentra el diagrama de bloques, allí se describen los principales 
sistemas del proceso que se pueden presentar como: a) adecuación del sustrato 
lignocelulósico (sistema 100), b) adecuación u obtención del inóculo (sistema 200) y por 
último, c) reacción fermentación líquida sumergida (sistema 300) para la obtención del 
extracto crudo con actividad enzimática ligninolítica. 
 
Sin embargo con el ánimo de dar una perspectiva del proceso a una mayor escala, la 
figura 4-8 representa el diagrama de flujo de proceso, donde los balances de masa para 
cada sistema y corrientes se realizaron a partir de las condiciones experimentales en las 
que se obtuvo una mayor cantidad de enzima por gramo de materia prima o biomasa 
lignocelulósica. Así mismo se hace la propuesta de la caracterización y como 
consecuencia hallar el valor agregado de cada una de las fracciones finales del proceso 
(Corriente 12 Fracción sólida y corriente 14 Fracción líquida). El balance de masa 
presentado se realizó tomando como base, un volumen de reacción para obtener 
extracto enzimático, equivalente a 20 L. 
 
Un análisis de mayor profundidad en las etapas iníciales y finales de la ingeniería 
conceptual, permitirán aclarar la factibilidad y viabilidad del bioproceso propuesto, no 
obstante las características anteriormente citadas de P.maximum como un cultivo 
energético de carácter perenne y condiciones nutricionales y de operación dentro del 
medio de reacción, que permitieron la obtención de un mayor contenido de proteína por 
litro de extracto crudo, representan información valiosa para la concepción de un 





60°C ; 48 h
Fermentación-Cultivo 
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P. maximum 5%p/v 
P. ostreatus:0,3%p/v
C/N=10; T=30°C; pH:7.5 
Agitacion:150rpm; Tiempo: 8 días.
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Medio liq.: Ext. Salvado de trigo.
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Medio: Agar- Ext. Salvado de trigo
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SISTEMA 300  
Figura 4-7.  Diagrama de bloques – Proceso de obtención extracto enzimático (ligninazas) a partir de biomasa de Panicum maximum. 
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De prep. de medio 
de fermentación
De viales cepa 
Pleurotus ostreatus
De prep. de medio
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A purificación de 
enzimas
A disposición de 
residuos
A proceso de obt. 
de azúcares
1. En la molienda del pasto se reduce el 
tamaño de partícula (Dp) hasta 2 mm
2. La activación del Pleorotus ostreatus 
se realiza sembrando cajas de Petri 
durante 10 días. El preinóculo se 
prepara con 12 discos de agar en 




3. La propagación de biomasa fúngica 
se lleva a cabo durante 6 días en un 
reactor de 15 L
4. La fermentación para producir el 
extracto enzimático tiene un tiempo de 8 
días en un reactor de 30 L
5. La composición del medio de 
fermentación para producción de 
enzimas ligninolíticas, se presenta en el 
Anexo B
6. La composición del medio extracto de 
salvado de trigo para propagación de la 
biomasa fúngica (P. ostreatus), se 
presenta en el Anexo A
Biomasa
 (Panicum maximum)





Torta de biomasa, Medio 
de Fermentación y Extracto 
enzimático




7. Se realiza una  valorización de la  
fracción sólida (torta de biomasa), para 
obtención de azúcares a través de 
hidrólisis de celulosa y hemicelulosa.
1
M - 200
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Descripción Unidades
Temperatura ° C 20 60 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30
Biomasa fúngica (Base húmeda) kg 0.119 1.189 1.189 1.189 1.189 0.119
Biomasa fúngica (Base seca) kg - - - - - 0.006 0.062 - 0.062 - 0.062 0.062 0.006 -
Biomasa kg 1.200 1.000 - - - - - - - - 1.000 1.850 0.185 -
Medio de propagación kg - - 12.000 1.200 10.800 1.200 12.000 12.000 - - - - - -
Medio de fermentación kg - - - - - - - - - 23.000 23.000 - 23.000 22.150
Total Masa kg 1.200 1.000 12.000 1.200 10.800 1.319 13.189 12.000 1.189 23.000 25.189 3.039 23.304 22.150
Volumen medio propagación L - - 10.00 1.00 9.00 1.00 10.00 10.00 - - - - - -
Volumen medio fermentación L - - - - - - - - - 20 20 - - 19.261
Cantidad de proteína kg proteína - - - - - - - - - - - - - 0.0124
Act. Enzimática Lacasas U / L - - - - - - - - - - - - - 71351
Variable \ Corriente
 






5. Conclusiones y recomendaciones 
5.1 Conclusiones 
La obtención de compuestos con un alto valor comercial, como es el caso de enzimas 
lacasas y peroxidasas con aplicaciones en la industria del papel, textil, alimentos, 
farmacéutica,  nanobiotecnológica y biorremediación; a partir de sustratos 
lignocelulósicos, representan un avance en la búsqueda de metodologías y tecnologías a 
partir de materias primas renovables y valorar cada una de las corrientes de salida de 
estos procesos.  
 
Durante esta investigación se evaluaron diferentes condiciones nutricionales y de 
operación  para la producción de enzimas ligninolíticas a partir de P.maximum por 
P.ostreatus. 
 
Parte de las conclusiones de esta investigación son: 
 
La suplementación de una fuente orgánica de nitrógeno, en este caso peptona a una 
relación C/N igual a 10 con un pH inicial de 7.5 favorece la expresión de enzimas lacasas 
y manganeso peroxidasa por la cepa nativa P.ostreatus  a partir de P.maximum en una 
concentración al 5 % p/v en el medio de cultivo. 
 
Bajo las condiciones anteriormente descritas se obtuvo el mayor valor de actividad lacasa 
y manganeso peroxidasa  4450.70 ± 341.3 U/L y 528.20 ± 77.3 U/L respectivamente al 
noveno día de incubación. 
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Un tamaño de inóculo igual a 3.08 g/L,  resulta ser el valor más eficiente en la producción 
de enzimas ligninolíticas por unidad o gramo de biomasa, y las ventajas que puede 
otorgar en caso de un proceso de escalado. 
 
La mayor concentración de proteínas extracelulares y actividad enzimática lacasas se 
obtuvo  para medios de fermentación con un pH inicial de 7.5. 
 
La caracterización del extracto enzimático por un gel de electroforesis de proteínas, 
permitió evidenciar bandas definidas  alrededor de 60 kDa, peso molecular reportado 
para lacasas provenientes de hongos de la podredumbre blanca. 
 
La producción de enzimas ligninolíticas en un reactor agitado a 200 rpm y 2 vvm como 
nivel de aireación, con las mejores condiciones del medio de cultivo halladas a nivel 
matraz,  representó una disminución del 46% de la actividad frente a los resultados a 
escala matraz. Lo que indica alteraciones en el desempeño de la cepa, quizás por 
fenómenos tales como la fuerza de cizalla, aumento de la viscosidad del medio que 
radica en limitaciones en la transferencia de oxigeno y sustrato a cada unidad de pellet, y 
otras condiciones que afectan a fermentaciones sumergidas con células libres de  
hongos de la podredumbre blanca, reportados en la literatura y con tendencias 
semejantes a las halladas en este estudio. 
 
El aumento de la aireación y agitación favoreció la actividad enzimática, dentro de los 
niveles evaluados en este estudio. 
 
La presencia de P.maximum en el medio tuvo un efecto inductor sobre la actividad 
enzimática, reflejado en un aumento de la deslignificación y digestabilidad de la biomasa 
a escala Erlenmeyer y reactor  y por la caracterización morfológica en microscopia 
electrónica de barrido. Esto sugiere que la utilización de este pasto bajo el proceso 
planteado en esta investigación otorga valor,  tanto a la recuperación de la fracción 




Conclusiones y Recomendaciones 67 
 
5.2 Recomendaciones 
Para futuras investigaciones con el fin de profundizar y mejorar los resultados hallados se 
recomienda: 
Caracterizar e identificar los posibles metabolitos de interés dentro de cada una de las 
fracciones recuperadas durante el bioproceso: la fracción líquida (enzimas de interés 
como celulasas y xilanasas) y fracción sólida (mayor grado de digestión de la biomasa 
para recuperación de azúcares reductores) 
 
Evaluar otras fuentes orgánicas de nitrógeno  en el medio de fermentación para la 
obtención del extracto crudo 
 
Realizar una caracterización y purificación del complejo enzimático con el fin de hallar la 
presencia de isoenzimas y los pHs y temperaturas óptimos de actividad para las enzimas 
recuperadas. 
 
Evaluar otras técnicas de inoculación de la biomasa fúngica. 
 
Determinar el efecto de otros tipos de turbina y mayores niveles de aireación y agitación 





A. Anexo: Medio Extracto de 
Salvado de Trigo 
El medio para la propagación y mantenimiento de la cepa de  P.ostreatus  fue medio 
Extracto de Salvado de Trigo modificado (Castillo, L.Ortega, K.  2007) . 
 





Extracto de levadura 2 
Fosfato diácido de potasio 0.1 
Sulfato de magnesio heptahidratado 0.05 
Sulfato de manganeso (II) monohidratado 0.085 
Sulfato de cobre (II) pentahidratado 0.085 
Salvado de Trigo 175 
*Agar-agar                                                                                                  18 
 
Los compuestos fueron disueltos en una solución extracto de salvado de trigo, preparado 
de la siguiente manera: 
**Se pesaron 175 gramos de salvado de trigo y se remojaron en 1 litro de agua destilada, 
se dejó en reposo durante una hora y luego fue tamizado y prensado manualmente a 
través de un colador. 
 
Para la preparación de medio líquido, se mezclan los componentes en el extracto y luego 
distribuido en Erlenmeyers de 250mL. 
 
En el caso de preparar medio sólido, la mezcla se calentó y posteriormente se esterilizó 
durante 15 minutos a 121°C y fue distribuido en cajas petri. 
 
Posterior a los tiempos de incubación (numeral 2.2.4 y 2.2.5) las características 
macroscópicas de crecimiento en cada medio se muestran en las siguientes fotografías: 




Crecimiento Pleurotus ostreatus (medio sólido) 
 












B. Anexo: Medio Fermentación 
sumergida para producción de 
Enzimas ligninolíticas 
Para la evaluación de cada uno de los factores nutricionales (fuentes de nitrógeno, 
relación carbono/nitrógeno (C/N), pH, tamaño de inóculo) y operacionales (agitación y 
aireación), se utilizo el medio Kirk modificado (Ramsay et al. 2005) suplementado con 
biomasa de Panicum maximum a una concentración de 5%(p/v). 
 
 




Ácido succínico 2.34 
Tatrato de sodio 2.20 
Fosfato monoácido de potasio 0.20 
Sulfato de magnesio heptahidratado 0.05 
Cloruro de calcio dihidratado 0.01 
Sulfato de manganeso (II) monohidratado 0.076 
Sulfato de cobre (II) pentahidratado 0.004 
Panicum maximum 50.00 





1. Se evaluaron: Carbonato de amonio, sulfato de amonio o peptona  
2. La concentración de cada fuente de nitrógeno depende de la C/N evaluada (10, 20 y 
30) y el aporte respectivo de cada compuesto en términos de carbono y nitrógeno 
 
El ajuste de pH se realizó con  soluciones de hidróxido de sodio 25%p/p y ácido 
clorhídrico al 0.1M, anterior al proceso de esterilización a 121°C  15 lb de presión  






C. Evaluaciones preliminares de 
P.ostreatus frente a P.maximum 
como sustrato. 
Para efectos del estudio del comportamiento de la cepa frente a P.maximum se 
realizaron algunas pruebas en medio Kirk sólido, con concentraciones de 2.5, 5.0 y 
7.0% de sustrato lignocelulósico  (P.maximum) a pH 4.5, 5.5 y 6.5. Las evaluaciones 
cualitativas y la medición del diámetro de crecimiento,  permitieron observar  que la 
concentración de sólidos de 5.0% a valores de pH de 4.5 y 6.5  favoreció el 
crecimiento en comparación con las otras concentraciones. 
 
A pesar de esto como se observa en la gráfica (C.1) y figura (C.1) , la colonización de 
la caja de Petri tardó alrededor de cuatro semanas , además de la producción de 
melaninas  , lo que puede evidenciar que la biomasa se encuentra en condiciones de 
estrés. Adicionalmente se evidenció la producción de lacasas cualitativamente, a 
través de la adición  de ABTS dentro del medio sólido y por su consecuente 
oxidación la aparición de un pigmento verde (figura C.1). 
 
Gráfica C.1. Crecimiento radial Pleurotus ostreatus medio sólido Panicum maximum 5.0% 




Tras estos resultados se puede determinar que las concentraciones por debajo y por 
encima del 5% pueden inducir la inhibición por sustrato, y que este tipo de medio 
genera estrés en la fase de propagación del microorganismo.  
 
Teniendo en cuenta el comportamiento de la cepa, se procedió a realizar la 
evaluación de la producción de enzimas en medio Kirk modificado (Kirk & Farrel, 
1987), un medio ampliamente reconocido para la producción de ligninasas, debido a 
su limitante en fuentes de carbono y nitrógeno y suplementado con una solución de 




Figura C-1 Crecimiento Pleurotus ostreatus medio sólido Panicum máximum (5.0%) al Día 17 de 
incubación. 
  
La producción de ligninasas puede estar asociada a lo largo de todas las fases de 
crecimiento del hongo, pero los mayores niveles de producción se dan a partir del incio 
de la fase estacionaria, por lo que la degradación de los contenidos de lignina de un 
sustrato, se ve reflejada a partir del sexto día de fermentación sumergida, teniendo en 
cuenta que esto también depende del basidiomicete involucrado (Kahraman & Gurdal 
2002). En el caso de  la producción de enzimas, gráfica 2.C, también se observaron 
niveles bajos de actividad comparado con lo reportado por otros autores, bajo 









D. Análisis de varianza (ANOVA) 
Actividad Lacasas Sulfato de amonio 
como fuente de nitrógeno  
Análisis de Varianza para Actividad Enzimática Lacasas 







A:CN 946979. 1 946979. 23.85 0.0000 
B:tiempo 300374. 1 300374. 7.57 0.0107 
C:pH 353098. 1 353098. 8.89 0.0061 
AA 354120. 1 354120. 8.92 0.0061 
AB 301843. 1 301843. 7.60 0.0105 
AC 55055.2 1 55055.2 1.39 0.2496 
BB 307336. 1 307336. 7.74 0.0099 
BC 588.671 1 588.671 0.01 0.9040 
CC 100818. 1 100818. 2.54 0.1231 
Error total 1.03221E6 26 39700.6   
Total 
(corr.) 
3.75243E6 35    
  
R-cuadrada = 82.4921 porciento 
R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 77.9701 porciento 
Error estándar del est. = 199.25 
Error absoluto medio = 138.1 
Estadístico Durbin-Watson = 2.42992 (P=0.7184) 
Autocorrelación residual de Lag 1 = -0.215776 
 
 













Ecuación de la superficie de Respuesta 
 
Actividad Enzimática Lacasas (U/L) = -
2390.67 - 52.6496*CN + 249.323*tiempo + 
591.034*pH + 2.10392*CN^2 - 
3.34356*CN*tiempo + 3.91064*CN*pH - 





E. Análisis de varianza (ANOVA) 
Actividad Lacasas fuente de 
nitrógeno Peptona 
Análisis de Varianza para Actividad Enzimática Lacasas 
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
A:CN 7.78084E6 1 7.78084E6 94.38 0.0000 
B:tiempo 2.74631E7 1 2.74631E7 333.14 0.0000 
C:pH 2.06753E7 1 2.06753E7 250.80 0.0000 
AA 594271. 1 594271. 7.21 0.0093 
AB 109922. 1 109922. 1.33 0.2527 
AC 2.92404E6 1 2.92404E6 35.47 0.0000 
BB 24476.4 1 24476.4 0.30 0.5878 
BC 3.55938E6 1 3.55938E6 43.18 0.0000 
CC 90248.8 1 90248.8 1.09 0.2996 
bloques 18.489 1 18.489 0.00 0.9881 
Error total 5.02872E6 61 82438.1   
Total (corr.) 6.82503E7 71    
  
R-cuadrada = 92.6319 porciento 
R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 91.5624 porciento 
Error estándar del est. = 287.12 
Error absoluto medio = 208.112 
Estadístico Durbin-Watson = 2.33373 (P=0.8068) 
Autocorrelación residual de Lag 1 = -0.167445 
 
 














Ecuación de la superficie de Respuesta 
 
Actividad Enzimática Lacasas (U/L) = -
1740.24 - 11.4176*CN + 155.104*tiempo + 
1008.34*pH + 1.92722*CN^2 + 
1.42674*CN*tiempo - 20.1523*CN*pH - 





F. Prueba de múltiples rangos para 
Actividad Lacasa por tiempo (Fuente 
de nitrógeno Peptona) 
Método: 95.0 %  Tukey HSD 
tiempo Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos 
15 18 1242.89 213.273 X 
12 28 2170.77 170.999  X 
6 28 2893.33 170.999   X 
9 28 3170.89 170.999   X 
 
Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 
6 - 9  -277.553 632.044 
6 - 12  * 722.564 632.044 
6 - 15  * 1650.45 714.456 
9 - 12  * 1000.12 632.044 
9 - 15  * 1928.0 714.456 
12 - 15  * 927.883 714.456 
*Indica una diferencia significativa. 
 
Esta tabla aplica un procedimiento de comparación múltiple para determinar cuáles medias son 
significativamente diferentes de otras.  La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre 
cada par de medias.  El asterisco que se encuentra al lado de los 5 pares indica que estos pares muestran 
diferencias estadísticamente significativas con un nivel del 95.0% de confianza.  En la parte superior de la 
página, se han identificado 3 grupos homogéneos según la alineación de las X's en columnas.  No existen 
diferencias estadísticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's.  
El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia 
honestamente significativa (HSD) de Tukey.  Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que uno o más 
pares son significativamente diferentes, cuando la diferencia real es igual a 0.  NOTA: los intervalos no son 
exactos puesto que el número de observaciones en cada nivel no es el mismo.  Podría considerar usar, en su 




G. Curva de calibración para la 
determinación de proteínas 
extracelulares por Bradford 
 
Para la realización de la curva patrón se utilizó como patrón albúmina de suero bovino 























H. Análisis de varianza (ANOVA) 
actividad lacasas por cantidad de 
biomasa 
Análisis de varianza para actividad de lacasas por cantidad de biomasa. 





A:Peso Biomasa Seca 6.73794E8 1 6.73794E8 492.98 0.0000 
B:tiempo 6.1796E6 1 6.1796E6 4.52 0.0374 
AA 1.10461E6 1 1.10461E6 0.81 0.3721 
AB 6.92355E7 1 6.92355E7 50.66 0.0000 
BB 3.60357E8 1 3.60357E8 263.65 0.0000 
bloques 965001. 3 321667. 0.24 0.8714 
Error total 8.61076E7 63 1.36679E6   
Total (corr.) 1.19774E9 71    
 
R-cuadrada = 92.8108 porciento 
R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 92.2662 porciento 
Error estándar del est. = 1169.1 
Error absoluto medio = 865.663 
Estadístico Durbin-Watson = 2.32372 (P=0.8152) 
Autocorrelación residual de Lag 1 = -0.166172 
 
 
La ecuación del modelo ajustado es  
 
Actividad Lacasas por Cantidad de Biomasa = 539.296 - 59.6196*Peso Biomasa Seca 
(g) + 204.007*tiempo (días) + 2.84209*Peso Biomasa Seca^2 - 8.17715*Peso Biomasa 




I. Análisis de Varianza para Actividad 
Lacasas  efecto de la aireación y 
agitación. 







A:Agitación [rpm] 302020. 1 302020. 18.80 0.0226 
B:Aireación [vvm] 1.46444E6 1 1.46444E6 91.18 0.0024 
AA 605.172 1 605.172 0.04 0.8585 
AB 1431.87 1 1431.87 0.09 0.7848 
BB 267085. 1 267085. 16.63 0.0266 
Error total 48185.4 3 16061.8   
Total (corr.) 2.08377E6 8    
 
R-cuadrada = 97.6876 porciento 
R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 93.8336 porciento 
Error estándar del est. = 126.735 
Error absoluto medio = 60.0607 
Estadístico Durbin-Watson = 3.17234 (P=0.7801) 
Autocorrelación residual de Lag 1 = -0.683753 
 
Coef. de regresión para Actividad Lacasas 
Coeficiente Estimado 
constante 2415.67 
A:Agitación [rpm] 3.53497 





Actividad Lacasas = 2415.67 + 3.53497*Agitación [rpm] - 3283.62*Aireación [vvm] + 






J.ANOVA Multifactorial (agitación – 
aireación) 
Análisis multifactorial sobre los principales efectos a partir de los datos experimentales. 
 
Análisis de Varianza para Actividad Lacasas - Suma de Cuadrados Tipo III 
 









     
 A:Agitación [rpm] 302625. 2 151313. 12.20 0.0198 
 B:Aireación [vvn] 1.73153E6 2 865764. 69.80 0.0008 
RESIDUOS 49617.3 4 12404.3   
TOTAL 
(CORREGIDO) 






K. Medición de Actividad Enzimática 
Para la determinación de la Actividad Enzimática de Lacasas con ABTS se utilizó la 
técnica analítica descrita en el numeral 2.2.9. A continuación se presenta una muestra de 
cálculos para dicha determinación. 


















Datos Experimentales Datos para cálculo de Act.
 
Figura K-1. Perfil de absorbancia en el tiempo durante la reacción del extracto enzimático con ABTS 
(Extracto obtenido después de 9 días con una relación C/N = 10, pH = 7.5 y Peptona como fuente de 
nitrógeno) 
 
La definición de actividad de lacasas descrita en el numeral 2.2.9, pude 





Abs = diferencia de absorbancia en la que tiene un crecimiento lineal 
t = diferencia de tiempo con crecimiento lineal de la absorbancia (ti-t0) 
 436 =  29300 (L mol ABTS
-1 cm-1) 
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Fd: factor de dilución 
l: longitud de la celda (cm) 




Sustituyendo los valores observados en la Figura XXX se tiene el siguiente valor de 









Considerando el volumen de extracto enzimático empleado para la medición de actividad 
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